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1. INTRODUCCION

11 Generalidades del virus de la inmunodeficiencia humana.

En los Ultimos afios se han producido avances importantes en la lucha contra el
virus de la inmunodeficiencia humana que hacen pensar en la posibilidad de controlar
la epidemia. Los avances en la terapia antiretroviral (TAR) han transformado la
infeccion por VIH en una enfermedad cronica y manejable. En la actualidad existen
farmacos muy potentes, eficaces, excelentemente tolerados y de posologia sencilla
con los que se controla la replicacion viral y se reduce la transmisién de la infeccion
(Gutierrez, 2017).

A nivel global, en los dltimos afios se ha duplicado el acceso al TAR y se ha
reducido la incidencia de nuevas infecciones. Mas de 18 millones de personas que
viven con VIH (PVVIH) reciben TAR pero todavia un niamero similar continda sin
acceso al tratamiento y la mayoria desconoce su estado serolégico, aproximadamente
el 40% de PVVIH (UNAIDS 2018).

Las grandes inversiones en los Ultimos 15 afos han tenido una gran
repercusion consiguiéndose reducciones en la mortalidad del 48% (Gutierrez 2017,
UNAIDS 2018, WHO 2018). A pesar de los notables avances para terminar con la
epidemia es necesario continuar con la aplicacion de medidas durante los proximos
afnos y con este objetivo la OMS ha marcado la estrategia 90-90-90: 90% de personas
diagnosticadas, 90% de personas en tratamiento y 80% con carga viral indetectable.
(UNAIDS 2018).

1.2 Epidemiologia del Virus de la inmunodeficiencia humana.

Desde el comienzo de la epidemia 76,1 millones de personas se han infectado
con VIH y 35 millones han fallecido a causa de enfermedades relacionadas con el
SIDA. En 2016 a nivel mundial habia 36,7 millones de PVVIH, 20.9 millones tenian
acceso al TAR y se notificaron 1,8 millones de nuevos casos. Afortunadamente, las
muertes relacionadas con el SIDA contindan disminuyendo, un 48% desde las
maximas registradas en 2005. En Ameérica del Norte, Europa occidental y central, en
2016 habia 2,1 millones de PVVIH, 73.000 nuevas infecciones y 18.000 muertes por
causas relacionadas con SIDA. Entre 2010 y 2016, el nimero de muertes
relacionadas con el SIDA en la regién descendi6 en un 32% (UNAIDS 2017).
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En Espaia la tasa global de nuevos diagnosticos es similar a otros paises
europeos, desde el inicio de la epidemia se han notificado 86663 casos de SIDA y
3353 nuevos diagnésticos. De estos nuevos diagnésticos un 83,9% fueron hombres,
con 36 afios de media, encontrandose la mayoria entre 30 y 39 afios (33,6%). El
46,0% de los nuevos diagnosticos fueron diagndsticos tardios siendo mayor en
mujeres (54,1% frente a 44,6%) y aumentado con la edad, pasando de un 1,7% en los
casos de 15 a 19 afios, hasta un 51,1% en los mayores de 49 afios. La mediana de
CD4 fue de 376 cel/mL. En cuanto al modo de transmisién, el 79% de los nuevos
diagnésticos fueron por transmisién sexual, siendo mas frecuente en hombres que
mantiene sexo con hombres (HSH) (53,1%), seguida de la transmision heterosexual
(26,5%) y la ocurrida en personas que se inyectan drogas (PID) (3,6%). La incidencia
de SIDA se ha reducido drasticamente gracias a la aparicién del TAR, siendo en los
afios 90 fue cuando se registro el mayor nimero de casos notificados para luego
descender progresivamente. En el afio 2007, se notificaron 412 casos de SIDA
(Registro nacional de SIDA, 2018).

En la comunidad de Madrid, se han registrado 11071 nuevos diagnosticos de
VIH desde el 2004 en concreto durante el 2016 se diagnosticaron 409 nuevos casos
siendo un 60,6% por transmisién HSH, un 26,2% heterosexual y un 2% PID. (Registro
nacional de SIDA, 2018)

1.3 Paciente VIH y riesqo cardiovascular

Actualmente en la poblacién general las enfermedades circulatorias son la
primera causa de muerte representando el 29,2% del total de fallecimientos,
situandolas por encima del cancer (27,8%) (INE, 2014). La PVVIH presenta menor
supervivencia que la poblacion general pero la aparicion del TAR ha mejorado la
calidad de vida, ha disminuido drasticamente la mortalidad, aumentando Ila
supervivencia casi al mismo nivel (Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration, 2008).
Se calcula que cuando un paciente lleva mas de 5 afios en TAR con recuperacion
inmunolodgica, las tasas se supervivencia se equiparan a las de la poblacién general
(Bhaskaran, 2008).
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En PVVIH las infecciones oportunistas y el SIDA contindan siendo las
principales causas de mortalidad. Han descendido notablemente mientras que otras
complicaciones como hepatopatias, neoplasias y eventos cardiovasculares han
tomado mayor relevancia. Al aumentar la esperanza de vida las comorbilidades
asociadas al envejecimiento aparecen con mayor frecuencia siendo la ECV una de las
mas prevalentes en PVVIH (Sackoff, 2006, Martinez, 2007, Lewden, 2008). El crigen
se debe a diversos aspectos: genética, factores de riesgo cardiovascular (FRCV),
posible accion directa de antiretrovirales y parametros relacionados con el propio VIH,
como son la inflamacién cronica y la inmunodeficiencia, inclusc en pacientes
controlados innmunovirolégicamente (Kaplan-Lewis, 2016; Ballocca, 2016;
d’Ettorre2016). La inflamacidn crdnica y la activacidon inmune persistente podrian
proceder de la replicacion viral a bajo nivel lo que podria impulsar el envejecimiento
prematuro del sistema cardiovascular (d'Ettorre, 2016) (ver figura 1.1)

Los FRCV son mas habituales en PVVIH que en poblacién general y
desempefian un papel clave en el desarrollo de ECV dado que la patogénesis puede
verse acelerada al combinar los efectos de TAR y de la infeccion por VIH (Glass,
2006). Numerosos estudios apuntan a que el consumo de tabaco es mayor en PVVIH
lo que conlleva a tasas mas elevadas de enfermedad pulmonar y cardiovascular, con
2 veces mayor riesgo de IM en pacientes fumadores con VIH (Crothers, 2005). En los
estudios SMART vy el estudio D:A:D las tasas de tabaquismo descritas fueron altas,
siendo de un 40,5% y un 51,5% respectivamente (Lifson, 2010; Friis-Mgller, 2003).

La diabetes mellitus {DM), dislipidemia y la hipertensiébn son mas frecuentes en
PVVIH. La cohorte MACS (Multicenter AIDS Cohort Study), mostrd que la incidencia
de DM en varones recibiendo TAR fue cuatro veces mayor a la de hombres
seronegativos (Brown, 2005). La dislipemia en PVVIH presenta prevalencias de hasta
el 80 % incluso antes de que comiencen el TAR (Troll, 2011; Nduka, 2015) y la
desarrollada durante el TAR se caracteriza por un perfil lipidico proaterogénico, con
incrementos en los niveles de ftriglicéridos, colesterol total, LDL colesterol y
manteniendo estables o reduciendo los niveles de HDL (Duprez, 2009; Baker, 2010).

Los efectos del TAR varian en funcibn de las diferentes familias de
antiretrovirales. Con los farmacos mas antiguos, especialmente de los inhibidores no
nucleosidicos de la transcriptasa (ITINAN) e inhibidores de la proteasa (IP), la
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toxicidad era mas frecuente (Calza, 2003). Con farmacos mas recientes, inhibidores
de la integrasa (INl) (Dolutegravir, Elvitegravir y Raltegravir) y nuevos ITINAN
(Rilpivirina) los efectos se han atenuado y la aparicion de toxicidad es menos
frecuente aungue no se ha eliminado por completo.

La prevalencia de hipertensién es alta en PVVIH oscilando entre el 20% y el
40% en los paises de mayores ingresos y del 11-28% en los paises con ingresos mas
bajos lo que da una idea de la tendencia de distribucion del riesgo en diferentes
regiones del mundo (Krauskopf, 2013; Chu, 2011, Bloomfield, 2011; Mateen, 2013).

Las PVVIH con mas frecuencia presentan alteraciones en la composicion
corporal; estas podrian estar relacionadas con el TAR {(anulacién grasa abdominal y
pérdida de grasa subcutanea). Al igual que en la poblacion general, la obesidad es
altamente prevalente y estad directamente relacionada a la grasa visceral y
enfermedades metabélicas (Lake, 2017; Freitas, 2014).

- } h - =g
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Figura 1.1 Patogénesls de la enfermedad cardlovascular asoclada al VIH. Vachlat, 2017
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1.3.1 Epidemiologia de enfermedades cardiovasculares (ECV) en pacientes VIH.

Las ECV son la principal causa de morbilidad y mortalidad en el mundo. En
PVVIH son la segunda causa de mortalidad en EEUU y la tercera en Europa (Smith,
2014), siendo la incidencia de enfermedad coronaria mayor que en personas no
infectadas y apareciendo a edades mas jovenes, (Antiretroviral Therapy Cohort
Collaboration, 2010). Se han ido modificAndo en paralelo a los avances en el
tratamiento, desde la aparicion del TAR el riesgo de sufrir complicaciones asociadas a
la aterosclerosis, incluyendo accidente cerebrovascular, IM e insuficiencia cardiaca es
mayor (Vachiat, 2017). Aunque la presentacion clinica de las ECV es muy diversa, la
principal es la disfuncién arterial coronaria presentandose habitualmente como
sindrome coronario agudo (Triant, 2007). También se ha descrito mayor prevalencia
de placas ateroscleréticas de alto riesgo mas propensas a desestabilizarse
(D’Ascenzo, 2012).

En la cohorte de veteranos (VACS-Veterans Aging Cohort Study) se analizaron
datos de 82,459 veteranos durante 5,9 afios y observaron un riesgo significativamente
mayor de IAM en los PVVIH frente a los no VIH (HR: 1.48) incluso tras ajustar por
FRS, comorbilidades y uso de otros farmacos. El riesgo mas elevado fue en pacientes
en TAR con cargas virales bajas (VIH-ARN< 500 copias/ml) y con recuento de CD4
inferior a 200 cell/mL (Freiberg, 2013). Se ajusto por la presencia o ausencia de FRCV
y los veteranos sin FRCV e infectados presentaron un riesgo 2 veces mayor de |1AM
frente a los no infectados aumentando el riesgo rapidamente con cada factor de
riesgo adicional afiadido {Paisible, 2015). En otra cohorte de pacientes que recluté
22.081 seropositivos y 230.069 controles se observé un mayor riesgo de IAM en
PVVIH con linfocitos CD4 bajos o con un nadir de CD4 inferior a 200 células/mi
(Silverberg, 2014).

Los estudios de ateroesclerosis subclinica (ACS) van en la misma linea
mostrando un mayor riesgo de ECV en PVVIH. Se midié el GIMc en 148 PVVIH y
controles pareados por sexo observando que en los PVVIH fue significativamente
superior y progresaba mas rapido que en controles. La infeccién por VIH resulto ser
predictor de GIMc independiente del resto de factores de riesgo como edad, sexo,
tabaquismo, hipertension arterial, anomalias lipidicas y diabetes mellitus. El nadir de
CD4 <200 células/ml se asocid a progresién de GIMc (Hsue, 2014).
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Los estudios epidemiologicos muestran un impacto global significativo del VIH
en las ECV, resumimos los mas relevantes en la siguiente tabla 1.1:

Tabla 1.1 Resumen estudios epidemioldgicos que evalian el impacto del VIH en la ECV

Autor Pacientes FUP Resultados

Objetivo incidencia de MCR: De 230 muertes, el 13% cumplié con los criterios de SCD

Z;:;g 860 VIH 37 las MCR fueron el 86% de todas las muertes cardiacas (30 de 35) Tasa media de MCR:
2.6 por 1000 afios-persona (IC 95% 1.8-3.8), 4.5 veces mas alto de lo esperado.
Prevalencia de ECV: 10.1% (IC 95% 8.0-12.2%); PVVIH245 afios mostrarcn tasas
Esser aumentadas significativamente de ECV, EAC (7.5 vs. 1.8%, p <0.001);IM (6.0 vs 1.8%,
2013 ! 803 VIH NA p= 0.002); EAP (4.6 vs. 1.5%, p <0.017). Significativamente asociadc con prevalencia
de ECV en multivariable: Edad (OR 2.05, IC95% 1.64-2.56),Fumar (OR 5.98 xd, IC95%
2.31-15.38) Infeccidn por VIH sintomatica avanzada (OR 2.60, 1IC95% 1.31-5.15)
82459:
Freiberg, \2;350 59 Aumento del riesgo de IM en PVVIH en la cohorte VACS-VS (HR: 1.48; IC95% 1.27-
2013 55100 1.72)
VIH-
Womack, 2187, . ; p o .
2014 39% VIH+ 6 Aumento riesgo ECV en mujeres VIH vs no infectadas (HR: 2.8;1C85%:1.7-4.6)
Paisible, 81322; 59 VIH+ veteranos sin FRCV presentaron un riesgo 2 veces mayor de IM en comparacion
2015 33% VIH ’ con los veteranos VIH- sin factores de riesgo de ECV. (HR: 2.0;IC95l: 1.0- 3.9)
3851
Triant, VIH+ . . i .
2007 104589 8 Aumento del riesgo de IM en los pacientes VIH (RR: 1.75; P < 0.0001)
VIH-

Tasas de eventos de IM, EAC y CVD por cada 1000 personas/afic aumentaron de 2.29,

Patoumenos: 24,325 NA 3.1y 3.65 en las personas de 40-45 afios a 6.53, 11.91 y 15.89 en las personas de 60-

2014 ViHF 65 afos, respectivamente.

22081
Silverberg, VIH+ 13 Mayor riesgo de IM en VIH+ con bajos CD4 o nadir (< 200) comparado con VIH- (RR,
2014 23069 1.76; 95%CI: 1.31-2.37 para bajo CD4 RR, 1.74; 95%CI: 1.47-2.06 para bajo nadir CD4}

VIH
Lang, 74558 6 El riesgo de IM fue mayor en VIH+ vs la poblacién general: 1.4 (IC95%:1.3-1.6) para
2010 VIH+ hombres VIH+ y 2.7 (1C95%1.8 -3.9) para mujeres VIH+ frente poblacién general.

Se incluyeron pacientes que sobrevivieron a un IM ocurrido a partir del 1/1/2005. VIH

Carballo, 133VIHy asociado a un riesgo significativamente mayor de mortalidad por todas las causas 1 afio

2015 5328 VIH- después de IM sin incidencia significativa (4 [3.0%] VIH+ y 146 [3.0%] VIH-, o 1.16,
IC95% 0.41-3.27)

Hsue, 148 VIH+

2004 83 VIH- 1 Mayor GIMc basal en VIH+ {P = 0.0001) y progresién més rapida (P = 0.002}
133 El VIH y el uso de IP no contribuyen a la progresion del GIMc. La mediana de la
Currier pacientes diferencia de pares en el cambio GIM entre pacientes con IP y sin IP no fue
2007 ’ 45 3 estadisticamente significativa (P = 0,19). Cuando se combinaron los grupos VIH+ y se
; gompararon con el grupo VIH-, la diferencia en la progresién tampoco fue significativa
triadas+ P=071)
Varones VIH+ mayor prevalencia de CAC [PR: 1.21 (1C95%: 1.08); P = 0.001] y de
Post, B618VIH+ NA cualquier tipo de placa [PR: 1.14 (IC: 1.05- 1.24); P = 0.001], incluyendo no calcificada
2014 383VIH- [PR: 1.28 {IC: 1.13-1.45); P < 0.001) y placa mixta [PR: 1.35 {IC: 1.10-1.65); P = 0.004)
que varones no infectados.
Klein, 95687, 15 Disminucién IM ajustade por VIH a lo largo del tiempo, alcanzando 1 (IC85%:7-1.4) en
2015 31% VIH+ 2010-11.

*Cada trfada consistié en un sujeto de cada una de las siguientes categorfas: (1) VIH + con tratamiento IP; {2) VIH + sin uso
previo de IP; (3) VIH-sujeto. NA: No aplica; VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana; GIM: Intima-media espesor; IM:
infarto de miccardio; PR: Ratio de prevalencia; ECV: Enfermedad cardiovascular; EAP enfermedades arteriales periféricas
;CAC: calcio arterial coronario : MCR muerte cardiaca repentina ;IC intervale de confianza: FUP: seguimiento (afios)
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Estas evidencias avalan el consenso general de que hay una mayor incidencia
de enfermedad cardiovascular clinica y mayor prevalencia de ateroesclerosis
subclinica en PVVIH; lo que apoyaria la idea de que la infeccién por VIH es un factor
de riesgo independiente para la enfermedad cardiovascular.

1.3.2 _Ateroesclerosis en la infeccion por VIH

La ateroesclerosis causa de la mayoria de las ECV, es mas comun en hombres
y se suele empezar a manifestar clinicamente en personas mayores de 45 afios
(Lozano, 2012). La aterosclerosis subclinica (ACS) se define como la fase
asintomatica o preclinica de la aterosclerosis. En la actualidad la identificacion
preclinica de los pacientes de alto riesgo se basa en la evaluacion de riesgos
utilizando sistemas de puntuacién de los factores de riesgo cardiovascular (Berger,
2010). Sin embargo, su utilizacion en la practica clinica es baja y los factores de
riesgo por si solos no pueden identificar de manera concluyente quien tiene mayor
riesgo de desarrollar manifestaciones clinicas de ECV. Por esta razéon se han
incorporade las pruebas no invasivas como indicadores de aterosclerosis
asintomatica, como el indice tobillo-brazo (ITB), el calcio de la arteria coronaria (CAC),
el grosor intima media de la arteria carbtida (GIMc) y las pruebas de imagen
electrocardiograficas (Akosah, 2003).

El GIMc medido mediante ultrasonografia B-mode, es un marcador de la ACS.
Es una prueba no invasiva, fiable, reproducible y de bajo coste, se utiliza como
marcador de progresion o regresion de enfermedad debido a su asociacion con
diversos factores de riesgo cardiovascular (Berger, 2010; Nezu, 2016; Berenson,
1998, Juonala 2010). Un GIMc elevado esta asociado a mayor riesgo de cardiopatia
isquémica y accidente cerebrovascular. En 5858 personas de 65 afios 0 mas sin
antecedentes de ECV se midi6 el GIMc y se asocié con mayor riesgo de IM y
accidente cerebrovascular (O’Leary, 1999; Heunten, 2008). En algunas series ha
demostrado predecir eventos coronarios fatales. El estudio EDUCATE analizé el GIMc
prospectivamente a 253 jovenes de mediana edad y se observé que la aterosclerosis
carotidea se asocia con enfermedad arterial coronaria severa y eventos futuros. Y la

ecografia carotidea negativa se asocié con un excelente prondstico (Akosah, 2007).
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Los valores del GIMc dependen de la edad, género y raza y para establecer la
normalidad o anormalidad del valor del GIMc es necesario comparario con la
poblacién de referencia. Un GIMc por encima del percentil 75 de la poblacion de
referencia se considera patolégico e indica la presencia de ACS avanzada (Devine,
2006; AHA, 2007). Presenta algunas limitaciones, entre las que destaca ser operador-
dependiente; sin embargo, la utilizacién del GIM en la estratificacién del RCV puede
ayudar a identificar pacientes asintomaticos de alto riesgo cardiovascular con el
objetivo de plantear estrategias de prevencién cardiovascular mas adecuadas.

1.3.2.1 Fisiopatologia de la ateroesclerosis en la infeccion por VIH.

La fisiopatologia de la aterosclerosis asociada al virus del VIH es compleja y de
origen multifactorial: la alta prevalencia de FRCV, la infecciéon por el VIH per se,
efectos secundarios derivados de un TAR potencialmente toxico a largo plazo,
factores genéticos y epigenéticos (todavia no bien conocidos) pueden aumentar el
riesgo de padecer ECV (Pinto, 2017).

La infeccion por el VIH puede contribuir directamente (activacién inmune ¢
inflamacién) como indirectamente a través de la inmunodeficiencia que provoca el
virus. El efecto del TAR es dificil de evaluar puesto que por un lado la supresion de la
replicacion viral puede ejercer un efecto positivo (la posible actividad
antiaterosclerética) mientras que por otro estan los efectos secundarios a ciertos TAR
pudiendo promover la aterosclerosis (efecto negativo) (ver figura 1.2) (Vachiat, 2017).
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Figura 1.2 Fislopatologia del VIH asoclada a la aterosclerosls. Shahbaz, 2015.
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En PVVIH, la fisiopatologia del desarrollo de la lesién ateromatosa, presenta
unas caracteristicas histoldgicas que difieren de la observada en la poblaciéon general.
La infeccién con VIH se asocia con un aumento en la inflamacién sistémica, dafio al
endotelio vascular y esta estrechamente relacionada con la capacidad del virus para
provocar la activacion endotelial, aumentar su permeabilidad y producir apoptosis
(Gibellini, 2013). Podemos esquematizar los procesos biologicos secuenciales que
conducen a la progresion acelerada de la aterosclerosis en tres blogues:

1. Inflamacién que conduce al reclutamientc de monocitos;

2. Migracion de monocitos al endotelio y diferenciacidbn a macréfagos y células
espumosas;

3. Transformacion de células espumosas sufriendo apoptosis debido al estrés del
reticulo endoplasmico (ER) dependiente de calcio.

Estos mecanismos se ven afectados cuando el VIH interactia con genes
reguladores involucrados en cualquiera de los 3 pasos. En las primeras fases de la
aterogénesis la disfuncién endotelial se percibe como la incapacidad del revestimiento
vascular para mantener la homeostasis. La disfuncién endotelial induce la expresion
de citoquinas pro-inflamatorias y moléculas de adhesiéon que propagan la respuesta
inflamatoria, atrayendo monocitos y células T (Wang, 2015; Gibellini 2012). Un
endotelio dafiado facilita la entrada en el espacio subendotelial de lipidos plasmaticos
(LDL) donde se oxidan por la alta concentracién en radicales libres {LDLox). Las
LDLox pasan a la intima de la pared arterial favoreciendo la exposicién a la proteina-1
quimiotactica de monocitos (MCP-1), que promueve el reclutamiento de leucocitos
circulantes (monocitos) (Giannarelli 2011; Bittencourt, 2015; Gibellini, 2013).

Una vez en la intima, los leucocitos fagocitan las lipoproteinas de baja densidad
oxidadas (oxLDL), formando células espumosas (Conte, 2013; Shrestha 2014) que
liberan citoquinas inflamatorias como: TNF-q, interferon-y (IFN-y) (d'Ettorre, 2010),
interleuquina-1 (IL-1), IL-6 e interleuquina-8 (IL-8) (Fisher 2011), asi como moléculas
de adhesién vascular-1 (VCAM-1), molécula de adhesién intercelular-1 (ICAM-1), E-
selectina y factor von Willebrand (VWF) (Arildsen 2013; Gresele 2012; Fisher, 2011).
(Ver figura 1.3). Ademas de las células espumosas se puede producir la formacién de
placas las cuales pueden fragmentarse y derivar en accidente cerebrovascular, IM y
trombosis.
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Flgura 1.3 Principales actores celulares en la ateroesclerosis asoclada a VIH. Keams, 2017

En sl proceso ateroesclerético asociado a la infeccién por VIH los macréfagos
juegan un papel clave en el proceso inflamatoric y la formacién de placa ({Crowe,
2010). A pesar de que las células T son el mayer reservorio en la infeccién por VIH,
los monocites y les macréfages también apoyan la replicacién, permaneciendo
crénicamente infectados. La infaccién por VIH persiste aunque los pacientas astén en
TAR, sl virus permanece latente en células T, monocitos/macréfagos, donde se
integra en el genoma del huésped reapareciendo cuando se discontinua el tratamiento
{Klatt, 2013)}. Incluso en fase de latencia, las células T y monocitos pueden producir

protelnas virales a bajo nivel y pueden alterar su funcién (Crowe, 2010; Shah, 2018).

La infeccibn por VIH activa una serie de vias celulares y mecanismos
moleculares que hacen que un macréfagoe infectado contribuya a la aterogénesis:
aumento del esirés oxidativo y del reticule endoplésmico; aumento de la activacién,
formacién de inflamasomas, produccién de citoquinas y disminucion de la autofagia.
Estos macanismas moleculares se amplifican entre si y se hacen méas complejes con
el TAR, factores de riesgo asociados al VIH y las comorbilidades (Keams, 2017).
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1.3.2.2 Poblacion VIH y ateroesclerosis.

Las ECV, incluyendo la aterosclerosis y las complicaciones asociadas son una
causa creciente de morbimortalidad en PVVIH, de hecho actualmente la ECV
asociada a la aterosclerosis, incluyendo IM y el accidente cerebrovascular son
algunas de las principales causas de mortalidad (Vachiat, 2017; D’Ascenzo 2012 y
2015; Gili, 2016; Smith 2014). El riesgo de padecer ateroesclerosis en comparacion
con la poblacién no infectada de las mismas caracteristicas es mayor y los FRCV
como hipertension, diabetes y dislipemia son en general mas prevalentes. A pesar de
un control adecuado de la replicacion del VIH, los PVVIH poseen un riesgo de 1,5a 3
veces mayor de desarrollar ECV (Triant, 2007; Freiberg, 2013; Zanni, 2014).

Estudios de cohortes han mostrado tasas mas elevadas de IAM o cardiopatia
isquémica, con un mayor riesgo oscilando entre un 75-200% de mas riesgo en PVVIH
(Llarrouse, 2010) Estudios de casos y controles también han reflejado mayor
prevalencia de arteriosclerosis, aumento de anomalias cardiacas subclinicas,
aumento del GIMc, mayor afectacion vascular periférica, y mayor disfuncién endotelial
(Larrousse 2010).

Hay dos ensayos clinicos cuya informacion ha aportado datos clave en el
conocimiento de la relacion del TAR con la ECV: El estudio SMART (Strategies for
Management of Antiretroviral Therapy) y el estudio START (Strategic Timing of
Antiretroviral Treatment). EIl SMART mostrd que el TAR en pacientes con recuentos
de células CD4<350/ml disminuia eventos adversos relacionados con SIDA y eventos
de ECV. En aquellos que aplazaron o interrumpian el TAR el riesgo de eventos
cardiovasculares aumento el 70%, sugiriendo que es necesario continuar con el
tratamiento para prevenir la inflamacién cronica asociada al VIH y mitigar el riesgo de
ECV (SMART Study Group, 2006). EI START mostro una reduccién del 40% en
eventos SIDA en el brazo de tratamiento que recibia TAR inmediatamente, pero no se
asocidé a una reduccién en los eventos de ECV (INSIGHT START Study Group 2015).

Los estudios SMART y START respaldan el uso del TAR en base a recuentos
de CD4 mas elevados lo que derivaria en una disminucién de las tasas de ECV, pero
el TAR por si solo no es suficiente para prevenir el riesgo de ECV. En controladores
de elite, indetectables y sin recibir TAR, aumenta tanto la ateroesclerosis como la

11
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activacion inmune, incluyendo elevacion de CD163 soluble en plasma (Pereyra,
2012). El GIMc fue mayor que en no infectados, incluso tras ajustar por los FRCV por
lo que parece evidente el papel que juega la inflamacién, y no el TAR o el propio virus,
en la ECV asociada al VIH (Hsue, 2009).

1.3.2.3 Ateroesclerosis carotidea subclinica (ACS) vy manifestaciones clinicas.

Clinicamente, casi todos los tipos de enfermedades cardiacas han sido
detectadas en PVVIH siendo la enfermedad de arteria coronaria (EAC) la mas
prevalente. Sus manifestaciones clinicas van desde isquemia silente a sindromes
coronarios agudos. En poblacidon general la presencia de placas no calcificadas
detectadas por angiografia coronaria por tomografia computarizada (CTA) se asocia
con mayores tasas de sindrome coronario agudo cuando se compara con placas
mixtas y calcificadas (D’Ascenzo, 2015; Lo, 2010; Post, 2014)

En las PVVIH las caracteristicas de la placa son en general diferentes a las
observadas en poblacion general. Es mayor la frecuencia de placas no calcificadas,
que se considera representan una etapa temprana de la aterosclerosis, y son mas
propensas a la ruptura y a la formaciéon de trombos en comparacién con las placas
calcificadas (D'Ascenzo, 2015; Post, 2014). En pacientes bien controlados, los
estudios muestran mayor prevalencia de aterosclerosis coronaria subclinica y mayor
carga de placa aterosclerética coronaria, en particular placas inflamatorias no
calcificadas, en varones con VIH (Lo, 2010). Hombres y mujeres infectados por VIH
tienen significativamente mayores porcentajes de segmentos con placa no calcificada
(74% vs. 23%) comparado con la poblacién control (Fitch, 2013).

La presencia de placas de alto riesgo sobretodo se asociada a un incremento
de la activacién inmune. Las placas son mas inestables, estan mas predispuestas a la
ruptura (D’Ascenzo, 2015). En los PVVIH hay mayor prevalencia de caracteristicas de
placa de alta wvulnerabilidad (como baja atenuacién, remodelacion positiva y
calcificacion irregular). En un estudio de despistaje de ACS mediante angio-CT, un
tercio de los 108 pacientes PVVIH sin ECV conocida, presentaron mayor placa de

12
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baja atenuacion (22,8% frente a 7,3%), placa remodelada positivamente (49,5% vs.
31,7%) y placa de alto riesgo (7,9% frente a 0%) (Zanni, 2013).

Los estudios de despistaje de ACS por técnicas no invasivas, como GIMc y la
angiografia por tomografia computarizada coronaria (CTA), indican una mayor
prevalencia de ACS con PVVIH en comparacion con pacientes sin VIH (Hulten, 2009;
D'Ascenzo 2015; Stein, 2014). Ya desde la nifiez, los nifios con VIH que reciben TAR
muestran un aumento del GIMc, lo que sugiere que el riesgo de padecer enfermedad

coronaria puede estar elevado desde temprana edad (McComsey 2007).

El calcio de la arteria coronaria (CAC) ha demostrado mejorar la capacidad
predictiva de los FRCV para la predicciébn de eventos en la poblacion general pero
hasta la fecha no se ha demostrado que sea tan atil en PVVIH (Stone, 2013). Hulten
et al describieron una prevalencia similar de CAC entre PVVIH y no infectados (OR:
0,95, P=0,851). En la cohorte MACS, entre 450 hombres infectados con VIH y 309
controles, después de ajustar por los FRCV, la infeccion por VIH se asocié con la
presencia de placa no calcificada fue de 1,31 (IC del 95%: 10,7-1,61) (Metkus, 2015).

Otro metanalisis que incluia 1.229 PVVIH en TAR mostré una prevalencia 3
veces mayor de placas de arterias coronarias no calcificadas (placas vulnerables) en
CTA, comparando con controles sin VIH. Los pacientes con bajos recuentos de
células CD4 tenian placas mas vulnerables, por lo que la gravedad de la enfermedad
parece puede contribuir a mayor riesgo de ECV (D'Ascenzo, 2015). Esta asociacién a
peores parametros inmunovirologicos sugiere que la inflamacién sistémica y la

activacion inmune contribuyen a la aterogénesis acelerada y a la inestabilidad CV.

Los estudios mediante glucosa marcada y PET (tomografia por emision de
positrones) para detectar inflacion crénica han mostrado resultados muy llamativos en
PVVIH. Subramanian et al compararon 27 PVVIH en TAR sin ECV previa, con dos
grupos control no VIH: La inflamacién en la pared adrtica fue similar entre pacientes
VIH y controles ateroscleréticos sin VIH pero fue mas alta que en los controles no
infectados emparejados por FRS. En PVVIH, la inflamacion de la pared adrtica se
asocio con niveles de sCD163 (p=0.04) pero no con la proteina C-reactiva (p=0.65) o
el dimero D (p=0.08) (Subramanian, 2012).

13
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14 VIH y enfermedad renal.

Desde los inicios de la epidemia se identificaron enfermedades renales
directamente asociadas al VIH (Fabian, 2009), la enfermedad renal es una
complicacién frecuente en PVVIH, apareciendo en un 3.5-48.5% (Naicker, 2015).
Gracias a los avances terapéuticos logrados en estos afios, las enfermedades renales
asociadas al VIH se han modificado, tanto en incidencia como en tipo como en
gravedad. La enfermedad renal clasica relacionada con el VIH es la nefropatia

asociada al VIH (NAVIH), actualmente es poco prevalente por el uso del TAR.

La funcién renal disminuye con la edad ya que es uno de los procesos mas
frecuentemente vinculados al envejecimiento. En PVVIH la aparicidon de enfermedad
renal se ve favorecida por la mayor longevidad, la mayor prevalencia de
enfermedades metabdlicas, la acumulacion de riesgo cardiovascular y el tratamiento
prolongado con determinados tratamientos (Kooman, 2017; Nadkarni, 2014; Lake,
2013; Calvo; 2014). El deterioro de la funcion renal es con frecuencia clinicamente
asintomatico por lo que su evaluacion se realiza mediante determinaciones analiticas
que permitan diagnosticar nefropatias en fases tempranas permitiendo asi su
adecuado control y tratamiento.

En estudios realizados en EEUU se ha observado que la incidencia de ERC
aumenta 11 veces en personas con edad comprendida entre 60-69 afios en
comparacion con las de 40 afios y la tasa de incidencia sigue siendo
desproporcionalmente mayor en raza negra que en blanca. Esta diferencia se
extiende también a la incidencia de enfermedad renal en fase terminal (ESRD)
(Abraham, 2015). La diferencia racial puede deberse en parte al gen APOL1 que se
ha asociado al NAVIH y a la progresién de ERC en pacientes de ascendencia africana
(Fine, 2012; Kopp, 2011; Kasembli, 2015; Parsa, 2013).

La Cohorte Multicéntrica del SIDA (MACS) analizé6 muestras de sangre y orina
de 2.381 personas entre los afios 2003 y 2014. Tras 11 afios de seguimiento, la
funcién renal disminuyo mas rapido en hombres con VIH que en no infectados,
perdiendo el doble de funcién renal por afo de seguimiento (aunque nunca la pérdida
fue superior al 1% anual). El filtrado glomerular (eFG) disminuyé una mediana del
0,3% anual en hombres sin VIH y del 0,8% anual en hombres con VIH. La proteinuria
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fue 7 veces mas comun en pacientes en TAR que la observada en hombres sin VIH.
El uso prolongado de tenofovir disoproxil fumarato (TDF) se correlacioné con la
reduccién de la funcioén renal a corto plazo. Tener 60 afios 0 mas aumenté en un 50%
la probabilidad de sufrir disminucion de la funcién renal y la proteinuria incrementé
dicho riesgo en un 80% (Palella, 2018).

El rifidn es un érgano muy vascularizado y su funcién proporciona una idea
general de la salud vascular. Independientemente de la terapia especifica que se
emplee para el rifion, la presencia de enfermedad renal deberia hacer aconsejable
una evaluacion tanto del perfil de riesgo cardiovascular como del TAR que esta
recibiendo el paciente.

1.4.1 Patogénesis de la nefropatia asociada al VIH.

La patogénesis de la nefropatia asociada al VIH es compleja y esta mediada
por diferentes factores como son el huésped, los factores ambientales, caracteristicas
del patégeno y el acceso a la terapia antirretroviral. Los factores de riesgo clasicos
para el desarrollo de enfermedad renal son la edad avanzada, la raza negra y el bajo
peso corporal. Existen factores propios del VIH como la replicacién viral persistente,
recuentos bajos de linfocitos CD4 y diagnéstico previo de SIDA que incrementan el
riesgo de padecer enfermedad renal. También influyen la hipertensién arterial, la DM y
la infeccién por VHB o VHC. Por ultimo la medicacion, los pacientes en tratamiento
con TDF o con ofros farmacos nefrotéxicos poseen un mayor riesgo (GESIDA, 2018).
Todavia no esta claramente definido como el VIH entra en las células del rifion. Dada
la falta de CD4 y receptores de quimioquinas, necesarias para entrar en las células, la
replicacion viral podria estar restringida (Conaldi, 1598).

1.4.2 Principales manifestaciones de enfermedad renal en pacientes con VIH.

Las PVVIH tienen mayor riesgo de padecer patologia renal manifestandose de
distintas formas: insuficiencia renal aguda (IRA), enfermedad renal asociada al VIH
(NAVIH), enfermedad renal crénica (ERC), y toxicidad renal relacionada con el
tratamiento. La ERC y la enfermedad renal en etapa terminal (ESRD) son bastante
prevalentes (Meir-Shafrir, 2012).
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Dario renal agudo (IRA). Es mas frecuente en PVVIH y se asocia a mayor riesgo

de eventos adversos como insuficiencia cardiaca, ECV, ESRD e incluso muerte
(Choi, 2010). Suele ser de moderada intensidad, en pocas ocasiones hay
necesidad de dialisis y el prondstico generalmente es bueno. Su incidencia ha
disminuido desde la introduccién del TAR pero en los ultimos afios ha aumentado

en estadios mas graves (Li, 2012; Nadkami, 2015).

Enfermedad renal crénica (ERC). Todos sus estadios se han relacionado de
forma independiente con mayor riesgo de mortalidad, desarrollo de ECV y mayor
namero de ingresos hospitalarios. En la cohorte EuroSIDA formada por 4.474
PVVIH, mayoritariamente caucasicos,la prevalencia de ERC fue del 3,5%
empleando la férmula de Cockcroft-Gault y del 4,7% usando la ecuacién de
modificacidon de la dieta en la enfermedad renal (MDRD) (Mocroft, 2007). En
estudios con mayor proporcion de pacientes de raza negra, la prevalencia de
insuficiencia renal fue del 15,5% (Wyatt, 2007). En Espafia, la prevalencia fue del
8% en pacientes en TAR y del 4,7% en pacientes sin tratamiento (Sorli, 2008).

El prondstico de la ERC en PVVIH es peor que en la poblacién no infectada
y al aumentar la esperanza de vida se incrementa su incidencia. El 0,3% de una
cohorte americana (n=202.927) de pacientes con ERC, eran VIH y se observd que
los pacientes de raza negra tenian mayor riesgo de sufrir insuficiencia renal
terminal y también de mortalidad (OR: 2,32; IC95%: 1,70-3,18); los de raza blanca
mayor riesgo de mortalidad (OR: 2,21; 1C95%: 1,57-3,13) que los pacientes no
infectados; ademas, la mortalidad era superior a la de los pacientes diabéticos
(Choi,2007). La prevalencia de infeccién por VIH descrita en centros de dialisis en
Espafia, Francia y Estados Unidos es del 0,59, 0,67 y 1,5%, respectivamente
(Vigneau, 2005; Trullas, 2008; Finelli, 2005).

Nefropatia asociada al VIH (NAVIH). Es la nefropatia por excelencia de la

infeccién por VIH, causada por la infeccion directa y la expresiéon génica viral en el
tejido renal. Suele presentarse en fase avanzada, cuandc se suspende el TAR,
hay viremias elevadas y recuentos bajos de linfocitos CD4. Puede manifestarse
como IRA o como ERC. Si hay TAR es poco frecuente y a pesar de ser la mas
caracteristica, no es predominante en Espafia (Casanova, 1995; Gutierrez, 2007).
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Se asocia con la progresiéon rapida a ESRD y es casi exclusiva de personas de
ascendencia africana, en individuos de raza blanca es poco frecuente (Klotman,
1999; Monahan, 2001).

1.4.3 Toxicidad renal relacionada con el TAR.

Ademas del papel que juega la infeccion por VIH, varios estudios han puesto
de manifiesto la asociacidén entre farmacos que componen el TAR con el mayor riesgo
de progresion de la ERC. Los antirretrovirales mas relacionados con el rifién son IP
(en particular, indinavir y atazanavir) y TDF (Sandeep, 2014).

El riesgo de toxicidad renal puede aumentar con las interacciones
farmacologicas por ejemplo el uso de potenciadores como cobicistat y ritonavir
pueden aumentar las concentraciones plasmaticas de tenofovir (EMA, 2018). (Ver
tabla 1.2).

Tabla 1.2 Esquema de potencial nefrotoxicidad de farmacos antirretrovirales comercializados.

Farmaco Nombre comercial Enfermedades renales asociadas
TDF Viread (TDF) Tubulopatia proximal
Truvada (TDF, emtricitabina) Proteinuria de bajo peso molecular
Atripla (rilpivirina, TDF, emtricitabina) IRA
Complera (efavirenz, TDF, emtricitabina) Diabetes nefrogénica
Stribild (elvitegravirfcobicistat, TDF, emtricitabina) ERC
TAF Descovy (TAF, emtricitabina) No reportados

Odefsey (rilpivirina, TAF, emtricitabina)
Genvoya (slvitegravir/cobicistat, TAF, emfricitabina)

Atazanavir Reyataz (atazanavir) Cristaluria
Evotaz (atazanavir/cobicistat) Urolitiasis
Nefritis Tabulo intersticial
ERC
Lopinavir Kaletra {lopinavir/ritonavir) Albuminuria

Proteinuria de bajo peso molecular
ERC

Herlitz, 2010; Scherzer, 2012;Brewster, 2004; Izzedine, 2007; Schidmid, 2007; Anderson, 2007; Ryom, 2013
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1.5 VIHY Microbiota intestinal

La microbiota intestinal juega un papel clave en diferentes funciones
fisiologicas, metabdlicas e inmunolégicas. Una microbiota sana es esencial para el
desarrollo de la inmunidad de la mucosa y modificaciones en ella pueden afectar tanto
a enfermedades infecciosas como no infecciosas. La infeccion por VIH altera la
barrera intestinal y genera inflamacién cronica que conlleva a un envejecimiento
prematuro. En promedio una PVVIH desarrolla enfermedades propias del
envejecimiento aproximadamente 10 afios antes que la poblacidon general (Brenchlsy,
2004 y 2008; Kotler, 2005; Dillon 20186). La figura 1.4 esquematiza las interacciones
entre la infeccién por VIH, la microbiota intestinal y el sistema inmune adaptativo:

Microbiota Intestinal

@ @ @ @ Inflamacién erénica

/ N

Figura 1.4 Intaracciones entre VIH, microbiota intestinal y sistema inmune. Dubourg, 2016.

Agotamlento temprana de CDA&+

I \x'

A pesar de sus limitaciones, estudios de cohortes han mostrado diferencias en
el microbioma intestinal de PVVIH. Las evidencias obtenidas son muy heterogéneas
en cuanto al tipo de pacientes estudiados (iratados versus no tratados), tipos de
muestreo utilizados (esponja rectal, hisopo de heces, heces, biopsia tisular) y el nivel
de clasificaciéon bacteriana examinado. La disbiosis afecta a la actividad inmunolégica
originando difusion de bacterias e inflamacién (Liu, 2017; Brenchley 2016). La
translocacion microbiana es un mecanismo de activacion inmune (Marchetti, 2008;
Estes, 2010; Brenchley, 2006).
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La infeccidon por VIH se asocia a un estado inflamatorio crénico representadoc
por un aumento de marcadores inflamatorios (TNFR1; IL-6) (Neuhaus, 2010) y
marcadores de activacién de las células T (expresion de CD38; HLA-DR) (Deeks,
2004). Se asocia también con marcadores elevados de translocacion microbiana,
activacion monocitaria (LPS y CD14 soluble)} y de dafio de la barrera epitelial.
Durante la infeccién aguda la activaciéon inmune y la alteracion de la barrera intestinal
son mas pronunciadas pero van disminuyendo con la infeccién crénica y alin mas,
con el tratamiento antirretroviral (Tincati, 2016).

Utilizar probiéticos puede mejorar la funcion de la barrera intestinal, disminuir la
translocacién bacteriana y produccién de citoquinas proinflamatorias, lo que mejora la
funcién inmunitaria incluso durante el TAR (Carter, 2016; Klatt, 2013; Gori, 2011).

En el tracto intestinal se produce la mayor replicacién y sus complicaciones son
quejas frecuentes de PVVIH (Neild, 2000). El VIH tiene un efecto negativo en la
relacibn de la microbiota y el sistema inmunitario, con un declive inmunolégico
progresivo asociado a una reparacion epitelial ineficiente y a una mayor permeabilidad
epitelial responsables de trastornos gastrointestinales (Tincati, 2016). Causa ruptura
de la barrera intestinal, altera el balance homeostatico entre las bacterias del tracto
intestinal y la inmunidad del intestino, e induce cambios en la composicion de la
microbiota {Mutlu, 2014) con el enriquecimientc de poblaciones bacterianas
proinflamatorias y potencialmente patogénicas como la pseudomonas aeruginosa y
candida albicans y la reduccién de niveles de bifidus y lactobacillus (Lozupone, 2013).

La mayoria de los estudios PVVIH han mostrado una abundancia
significativamente mayor de Prevotella y/o significativamente menor de Bacteroides
que los controles no infectados (Dillon, 2014; Mutlu, 2014; Gebert, 2013; Sun, 2016).
Parece haber un enriquecimiento del filo Proteobacteria y una disminucion del
Firmicute en muestras de mucosa (Mutlu, 2014; Vujkovic-Cvijin, 2013; Yang, 2016;
Dillon, 2016). Los suprimidos con TAR tienden a tener un microbioma mas cercano a
los controles no infectados comparado a PVVIH no tratados sin embargo el TAR no se
asocidé con la completa normalizacién del microbioma (Lozupone, 2013; McHardy,
2013).
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1.6.1 2Qué son la Trimetllamina (TMA} y el N-6xido de Trimetllamina (TMAO)?

TMAO es un compuesto organico que pertenece a la clase de los éxidos de
amina, es un so6lido incoloro con formula (CH3)3NO con masa molecular de 75.1
Daltons {ver figura 1.5). Es un compuesto quimico que posee dos hidréfilos y
propiedades lipofilicas, consta de un grupo hidréfilo N+O- y un grupo de tres metilo
hidréfobicos voluminosos. La parte hidréfila es altamente polar. Por lo general se
encuentra en forma de dihidrato. Quimicamente se obtiene a partir de trimetilamina
(TMA), bajo alta presién o con per6xido la amina reacciona con el oxigeno molecular
obteniendo el correspondiente N-6xido (Ufnal, 2015).

;
e\, CH
CHs

Figura. 1.5 Estructura molecular de TMAO. Ufnal, 2015

La trimetilamina es un compuesto organico, una amina terciaria con férmula
molecular N(CH3)3, inflamable e higroscopico. A bajas concentracion presenta un
fuerte olor a "pescado™. Es un gas a temperatura ambiente (25 °C). El TMAO se
presenta en forma sélida y es menos volatil (Ufnhal M, 2015).

El TMAO cominmente se encuentra en animales, pero también esta presente
en plantas y hongos. Frecuentemente esta en tejidos de varios organismos marinos
(Yancey 2001 y 2005)." En personas, la mayoria de la formacion de TMAO deriva
principalmente de la colina y la camitina ingeridas en la dieta mediante la accién de la
microbiota intestinal, que los metaboliza a TMA. El TMA es un compuesto organico
generado por la microbiota intestinal y el TMAO un producto de oxidacion hepéatica
procedente de la TMA (Koeth 2013).
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1.6.2 Principales precursores de TMA y TMAO.

La generacion de TMAO comienza con la ingestién de nutrientes dietéticos que

contienen TMA, como colina, fosfatifilcolina (PC) y carnitina, que son abundantes en

una dieta occidental. Las TMA liasas intestinales utilizan estos nutrientes como

sustratos para producir TMA, que a través de la circulacion portal en el higado, se

convierte en TMAO por las flavin-monooxigenasas (FMO) (Bennett 2013). A

continuacién analizaremos sus principales precursores con mas detalle.

Pescado. La TMA y el TMAO se encueniran en altas concentraciones en
pescados y mariscos. Los peces marinos tienen concentraciones mas altas que
peces de agua dulce. También hay TMA en aceites de pescado o suplementos
dietéticos (Zeisel SH 1983; Bain 2005).

Colina y derivados. La mayoria de alimentos que ingerimos contienen colina o
compuestos derivados pero los que tienen mayor contenido son de origen animal,
especialmente huevos e higado. La colina generalmente se ingiere como
fosfotidilcolina (Zeisel, 2003). La dieta no es suficiente para satisfacer las
necesidades humanas que en promedio contiene unos 500 mg de colina libre
mientras que la ingesta adecuada diaria es de 550 mg/dia en hombres y 425
mg/dia mujeres. El limite maximo va de 1,000 mg/dia en nifios a 3,500 mg/dia en
adultos (Inst.Med., Natl. Acad. 1998).

Parece que existe un umbral de concentracion de colina que debe ser ingerido
para ser convertido a TMAO. Si se ingieren alimentos ricos en colina, la
concentracion de colina en el intestino delgado excede la capacidad de transporte
y alcanza el intestino grueso, donde es metabolizada por bacterias intestinales que
producen TMA (Zeisel, 1985; Wang 2011).

L-carnitina. Se obtiene de la dieta y por biosintesis. Hay altos niveles en came
roja, aves de corral, algunos productos lacteos y en suplementos dietéticos. En
contraste con la colina, la L-carnitina es escasa en pescado y huevos. La TMA
procede del metabolismo bacteriano de la L-carnitina (y su metabolito y-
butirobetaina). La carnitina en el intestino grueso parece sufrir un procesamiento

bacteriano similar a la colina para formar TMA. {Demarquoy 2004; Rigault 2006 y
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2008). La carnitina también se puede sintetizar endégenamente en rifién, higado y
cerebro a partir de dos aminoacidos esenciales, lisina y metionina (Flanagan,
2010; Koeth 2013).

» Betaina. Procede de la dieta por la oxidacion de colina o carnitina. Los alimentos
que contienen betaina principalmente son de origen vegetal, espinacas,
remolachas y granos cultivados ambientes altamente osmoticos (Zeisel SH 2003).
La ingesta diaria varia entre 30 a 400 mg/dl (Craciun, 2012 y Obeid 2013).

o Patrones dietéticos. Se ha demostrado que la concentracién de TMAO en sangre
aumenta tras la ingestion de colina y L-carnitina en |a dieta. Los mariscos son ricos
TMAO y TMA (Zeisel, 1983 y Miller, 2014). En un estudio realizado en voluntarios
sanos, la ingesta de pescado, carne o huevos no se asocid con los niveles
plasmaticos de TMAO, pero si lo hizo la ingesta de lacteos (Rohrmann, 2016). En
otra investigacion el consumo de pescado se asocid con un aumento de las
concentraciones de TMAO en orina (Svensson 1994). Existe poca informacién
relativa a la cinética de TMAO y TMA en sangre humana. Tras consumir una
comida con huevos, las concentraciones de TMAQO alcanzan su pico a las 6 a 8
horas regresado al estado basal a las 24 horas tras la ingesta (Miller 2014).

1.6.3 Metabolismo para la produccién TMA y TMAO.

1.6.3.1 Formacion de Trimetilamina.

Aunque la TMA se ha considerado un metabolitc normal de la orina en
humanos desde el comienzo del siglo pasado, el origen microbiano del metabolito no
se establecid hasta 1992 (Al-Waiz, 1998). Se puede obtener bien directamente de
alimentos con alto contenido de TMA, como el pescado o bien indirectamente
procedente de bacterias del metabolismo de la colina dietética (Seibel, 2002; Zeisel,
1986). Es un compuesto formado en el intestino por la degradacion bacteriana de
alguno de sus precursores absorbidos del torrente sanguineo, ya procedan de la
dieta, o se reciclen en el intestino (Wang 2014).
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Bioquimicamente, el TMA se produce a partir de TMAO por la TMAO
reductasa. Se han identificado 2 sistemas de enzimas microbianas que pueden
producir TMA a partir de colina o carnitina. La enzima que utiliza colina CutC
(polipropéptido catalitico) y el CutD (polipéptido regulador) forma un complejo que usa
selectivamente la colina en su forma libre o derivada de la lecitina (PC) mediante la
accion de colina-TMA-liasa (Craciun, 2012; Zhu, 2014). De forma similar, la L-carnitina
fomenta la formaciébn de TMA directamente a través de un complejo de oxigenasa
microbiana (CntA) que se combina con la reductasa microbiana (CntB) para formar un
complejo activo que utiliza selectivamente camitina como sustrato (actividad de
carnitina TMA liasa) (Ver figura 1.6) (Fennema,2016).

BIOSINTESIS METABOLISMO
oH o
‘\)‘L TMAO Carnitina
e . 3 reductasa reductasa
. FMOS HY
il Foa . Wi TMAO TMA ——= L-carnitina
Carnitina [ =X, enzimas [ T™A Carnitina
: monoxigenasa Oxigenasa
/ P hepaticas & Colina \
—@“-'\\—‘ Trimetilamina Trimetilamina N-oxido AR lasa Colina quinasa
Colina Lecitina
Colina (fosfolipasa D) (fosfatidilcolina)

Figura 1.6 Metabolismo y vias bioquimicas para produccién de TMA y TMAO. Subramaniam, 2017

La microbicta intestinal juega un papel imprescindible en la conversién de estos
nutrientes a TMA. Muchas especies bacterianas estan involucradas en la produccién

de TMA por ejemplo Clostridia, Proteus, Shigella y Aerobacter (Zeisel, 1983).

La mayor parte de la produccién de TMA se produce en el ciego y colon.
Existen estudios que han evidenciado que ratones gnotobibticos no producen TMA y
que el tratamiento con antibidticos de ratones estandar disminuye su formacién. La
colonizacién de ratones gnotobiéticos con bacterias transformadoras de colina no solo
aumenta la produccién de TMA en el ciego sino que también disminuye concentracion
seérica de colina. Esto sugiere que la potencial produccidon de TMA deberia tenerse en
consideracién cuando se hacen recomendaciones dietéticas de ingesta de colina para
humanos (Al-Waiz, 1992; Romano, 2015).

Existen al menos tres mecanismos (no exclusivos) mediante los cuales se
puede eliminar el TMA del entorno del colon: absorcién en la circulacion sistémica,
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excrecion en heces o a través del metabolismo. Una vez absorbida en la circulacion
sistémica, la TMA puede excretarse a través de la respiracion, el sudor y la orina.
Como curiosidad, el sindrome del olor de pescado, trimetilaminuria, caracterizado por
un fuerte olor a pescado en las excreciones corporales (orina, sudor, respiracion) se
debe a una mutacién de la isoenzima flavina monooxigenasa (FMO3) por la se
excreta la TMA sin oxidar (Treacy, 1998). En personas sanas el TMA se convierte
eficientemente en TMAO por la accién de la FMO3 hepatica y posteriormente es
excreta en orina una proporcion TMAO: TMA de 95:3 (Zhang, 1995).

1.6.3.2 Formacion de Trimetilamina N-Oxido.

El origen de TMAO puede ser exégeno y endégeno. Ciertos animales marinos
lo pueden sintetizar endégenamente sin embargo en los mamiferos terrestres procede
de fuentes exdgenas (Yancey, 2001; Koeth, 2013; Goldstein, 1972).

La mayoria de la TMA viaja en el torrente sanguineo al higado, donde
rapidamente se oxida a TMAQO por accidon de las enzimas hepaticas flavin-
monoxigenasas, principalmente la FMO3. Se obtiene a través de dos reacciones
microbianas secuenciales: la L-carnitina se convierte inicialmente en un metabolito
intermedio —butyrobetaina, luego en TMA, y finalmente en TMAO por la accién de las
FMO1 y FMO3 (Marzo, 1997; Anthoni, 1991). Entonces, el TMAO es transportado a
los tejidos donde se acumula como un osmolito o, lo que sucede mas cominmente,
es eliminado por el rifion (Koeth, 2013; Tang, 2013 y 2015; Lerardi, 2015).

La FMO3 tiene una actividad especifica diez veces mayor en el higado que la
que tiene la FMO1 (Bennett, 2013). FMO3 cataliza la oxigenacién de TMA. Existen
otros sustratos del FMO3 como la cimetidina, clorpromazina, ketoconazol, morfina,
propranolol, ranitidina, sulindac, tamoxifeno y tiramina (Koeth, 2013). El tratamiento
con antibidticos de amplio espectro reduce las concentraciones de TMAOQO, lo que
refuerza la hipétesis de que las bacterias intestinales son la principal fuente de TMAO
sin olvidar que |la dieta también es una fuente significativa (Koeth, 2013; Wang,2011;
Tang, 2013).

El 50% del TMAO no se metaboliza y es eliminado casi sin cambios a las 24
horas en orina, es una molécula pequefia que se filtra facilmente en los rifiones (ver
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figura 1.7). En un estudio tras la administracion de TMA o TMAO radiomarcado, el
94.5% de la dosis fue excretada en la orina en 24 h; solo el 4% de la dosis se excretd
en las heces y <1% en el aliento (Al-Waiz, 1987). El| TMAO restante se transforma a

TMA por la TMA reductasa como hemos comentado anteriormente (Fennema, 2016).
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Figura 1.7 Vias de formacién y eliminacion de N-dxido de trimetilamina. Tomlinson, 2017

En pacientes con enfermedad renal las concentraciones circulantes de TMAO
aumentaron a medida que disminuyo la funcidn renal y los altos niveles de TMAQO se
estabilizaron tras el trasplante de riidén. Sin embargo, el grado de aumento en las
concentraciones de TMAQ no concordaba con la reduccién del filtrado glomerular
(Stubbs, 2016; Tang, 2016).

1.6.4 Papel de la microbiota en la generacién de TMAQO

La microbiota intestinal juega un papel clave en la formacién de TMAO y TMA.
En estudios en ratones gnotobiéticos el TMAO se acumulaba en suero de los ratones
colonizados con bacterias productoras de TMA, pero no en los colonizados con
bacterias no productoras de TMA (Romano, 2015). También estan los resultados de
estudios en controles sanos que recibieron PC y donde se suprimieron los niveles de
TMAO administrando oralmente antibidticos de amplio espectro (Tang, 2013).
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Hay varias familias de bacterias involucradas en la producciéon de TMA/TMAO:
Deferribacteraceae, Anaeroplasmataceae, Prevotellaceae y Enterobacteriaceae
(Koeth, 2013; Zhu 2014). Investigaciones que utilizan aislados de bacterias
comensales en el intestino humano han identificado nueve cepas capaces de producir
TMA a partir de colinamina in vitro: ocho especies que representan dos tipos
diferentes de filo (Firmicutes y Proteobacteria) y seis géneros que mostraron un
consumo significativo de colina y de produccion de TMA que incluyen: Anaerococcus
hydrogenalis, Clostridium asparagiforme, C. hathewayi, C. sporogenes, Escherichia
fergusonii, Proteus penneri, Providencia rettgeri y Edwardsiella tarda (Romano,2015).
Recientemente, los experimentos con bacteria reductora de sulfato degradante de
colina, Desulfovibrio desulfuricans identificaron un grupo de genes (incluido cutD)
implicado en la escisidén del radical C-N de la colina que conduce a la generacion de
TMA (Craciun, 2012).

1.6.5 Niveles de TMA y TMAO.

Al revisar la informacién publicada nos encontramos con que los niveles de
TMAO circulante muestran grandes variaciones inter e intraindividuales, los rangos
son muy amplios lo que puede deberse a distintas razones: cantidad de colina,
camnitina, TMA y TMAO en dieta, accion de la microbiota intestinal, accién de enzimas
FMO hepaticas y funcién renal (Romano, 2015).

En sangre de animales de aguas profundas, los niveles van desde 100 a 300
mmol/L (Yancey, 2004). Sin embargo los datos de estudios realizados en ratas y
ratones muestran concentraciones plasmaticas de TMAO de aproximadamente 0,6
mol/L en ratas y en ratones de <5 mmol/L (Koeth,2013; Wang, 2011). Tras una
infusion de 2 semanas de TMAOQ, los niveles en sangre aumentaron del orden de 100
veces, pasando de 0,6 a 60 mmol/L, sin producir toxicidad (Ufnal, 2014).

En seres humanos hay que destacar la alta variabilidad interpersonal. En
voluntarios sanos la concentracion sistémica de TMAO esta en un rango de 0.5-5
umol/L llegando hasta 40 mol/L en pacientes con insuficiencia renal (Koeth, 2013;
Wang, 2011; Tang, 2013; Bain, 2006). Un estudio desarrollado a nivel de genoma en
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1973 sujetos para identificar los factores genéticos asociados a los niveles de TMAO y
ver el papel que podria jugar el factor hereditario concluyendo que jugaba un papel
marginal (Wang, 2014). El mismo grupo midié los niveles de TMAO en 349 voluntarios
sanos mediante tandem cromatografia liquida - espectrometria de masas
(LC/MS/MS) siendo la concentracibn media 3,45 pM (RIC 2,25-5,79). No hubo

diferencias por sexo pero si un aumento de los niveles con la edad (Wang, 2014).

Un aspecto interesante es conocer la variacion de los niveles de TMAO a lo
largo del tiempo. Durante un afo se evalué en un estudio prospectivo las variaciones
en los niveles plasmaticos de TMAOQO y de dos de sus precursores, betaina y colina (en
ayuno)} por LC-MS en dos muestras de 100 participantes tomadas con un afio de
diferencia. En contraste con las concentraciones de betaina y colina, las de TMAO a
lo largo del tiempo variaban mas a nivel individual que entre los distintos participantes

del estudio. Los autores no lo atribuyeron a una causa concreta (Kuhn, 2017).

En un estudio alimentario, el consumo de precursores de TMAO en la dieta,
como pueden ser huevos, carne roja y pescado aumentaron los niveles de TMAO
tanto en sangre como en orina. Las concentraciones circulantes de TMAO se
incrementaron en los 15 minutos tras la ingesta de una comida basada en pescado lo
que sugiere que el TMAQ podria ser directamente ser absorbido {Cho, 2016).

En cuanto diferencias por sexo sefialar que la testosterona suprime y el
estrégeno induce la expresién de FMO3, en ratones hembra la actividad de FMO3 es
100 veces mayor en ratones machos. En personas las diferencias observadas en
cuanto a genero han sido modestas incluso un estudic mostré una menor formacion
de TMAO en mujeres (Bennett, 2013; Obeid, 2016).

La concentracion de TMA en plasma de personas sanas es de
aproximadamente 24 g/l y en orina se calcula que esta por debajo de 393 ug/l. En
casos de enfermedad renal los niveles podrian aumentar. En pacientes dializados los
niveles plasmaticos estan aproximadamente en 82 pg/l considerando que la
concentracion de TMA se reduce durante didlisis. Situandose los niveles de un
paciente dializado en 100-200 ppb (0.26-0.46 pg/l) (Wzorek, 2010).
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1.6.6 Determinaciones de TMAO/TMA en sangre.

La baja concentracién y la naturaleza altamente reactiva de las aminas hacen
que sea necesaria la aplicacion de métodos analiticos adecuados durante el
muestreo, almacenamiento y preconcentracion. En la determinacion de la
trimetilamina (TMA) las concentraciones en las muestras gaseosas se complica
debido a las dificultades asociadas a sus propiedades: alta basicidad y polaridad
(Namiesnik, 2000).

El TMA es una molécula volatil y muy soluble en muestras acidas, por lo que
realizar una recogida y almacenamiento de muestras adecuado es importantisimo
para una correcta determinacion, sin embargo el TMAQO no es tan volatil. Estudios de
estabilidad muestran que el TMAO en plasma es estable tanto durante el
almacenamiento a 80 C durante 5 afios como con miultiples ciclos de congelacion y
descongelacion (Wang, 2014).

Los métodos utilizados para medir TMA y TMAO en plasma y orina incluyen:

. Espectrometria de masa de cromatografia liquida (Zhao, 2015).

° Protén nuclear espectrometria de resonancia magnética (Lee, 2006).

. Cromatografia de gases (Mills, 1999).

. lonizacion electrospray espectrometria de masas en tandem (Johnson, 2008).

. Desorcién / ionizacion laser asistida por matriz tiempo de vuelo espectrometria
de masas (Hsu, 2007).

1.7 Relacidn entre el TMAO vy la enfermedad

Originariamente el TMAO era considerado un producto de deshecho del
metabolismo de la colina pero ahora se sabe que es una molécula biolégicamente
activa, modula la homeostasis de lipidos y glucosa, lo puede derivar en una
exacerbacién de enfermedades crénicas. Aunque se desconocen los mecanismos
exactos que las promueve, las investigaciones apuntan a que conseguir reducciones
de los niveles de TMAO en plasma podria ser un posible enfoque terapéutico para el

tratamiento de tales trastornos crénicos (Subramaniam, 2017).
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La aterosclerosis mediada por TMAO podria ser una causa de enfermedad
cardiaca y renal, pero los mecanismos subyacentes responsables estan por definir
(ver figura 1.8). Otras lineas de investigacién sugieren la posibilidad de que este
biomarcador no sea causal sino que refleje una enfermedad renal causada por
aterosclerosis, lo que reduciria la excrecion de TMAO, elevando por tanto las
concentraciones en plasma.

" Ateroesclerosis
e‘ ~ renal
E Progresion ERC |

Colina dietética
Fosfatidilcolina
Carnitina

: Circulacion E Q\\
y sistémica R
s Muerte
Microbiota
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TMA ‘ﬁ'

e \
e )

Figura 1.8 Posibles efectos de las concentraciones elevadas de TMAO. Zeisel, 2017

1.7.1 TMAO y enfermedad cardiovascular.

La evidencia generada durante los Ultimos afios ha identificado las alteraciones
en la composicion y metabolismo del microbioma intestinal como factores que
contribuyen al desarrollo de ECV. En concreto el TMAO ha tomado mucha relevancia
dada su posible accidn como promotor de la aterosclerosis por haberse vinculado sus
niveles a la enfermedad cardiovascular pudiendo convertirle en un posible marcador
de riesgo de ECV (Koeth, 2013; Tang, 2013; Wang, 2014; Troseid, 2015).

29



1. INTRODUCCION

1.7.1.1 Origen de la asociacion TMAO y riesgo cardiovascular.

La asociacion entre TMAO y ECV surgié de las hipbtesis generadas a partir de
analisis metabolémicos de muestras plasmaticas que pretendian identificar nuevos
metabolitos que pudieran estar asociados al riesgo cardiovascular. Se analizaron
perfiles de metabolitos plasmaticos de pacientes a los que se les realizd una
evaluacion cardiovascular y que sufrieron un evento a lo largo de los 3 afios de
seguimiento: IM, accidente cerebrovascular o muerte. Con este enfoque en dos
etapas llevado a cabo en 3 cohortes independientes, dos pequefias y otra de mayor
tamafio, consiguieron una lista de 18 metabolitos altamente predictivos de riesgo de
CV, procediendo tres de ellos de la degradacién de fosfatidilcolina: la colina, la
betaina y el TMAO (Wang, 2011).

En una cohorte (n=1,876) que evaluaba niveles plasmaticos de TMAO en
ayunas, se confirmd una asociacién dosis dependiente con la prevalencia de CVD.
Niveles elevados de colina y betaina correlacionaron con mayor riesgo de sufrir
eventos cardiacos futuros independientemente de los FRCV. Dicha correlacion se
producia cuando habia un aumento concomitante de niveles de TMAO (Wang, 2014).

La L-carnitina es otro de los metabolitos con potencial prondstico para el
desarrollo de ECV. Niveles plasmaticos elevados de L-camitina mostraron ser
indicativos de CVD en una cohorte 2595 participantes {Koeth, 2013). Al igual que con
la colina y betaina, en estudios realizados a mayor escala con seguimiento a 3 afios,
se observd que el valor prondstico de eventos cardiovasculares de la L-carnitina
también podria estar asociado e ir acompanado de una elevacidbn de niveles
plasmaticos de TMAO (Koeth, 2013; Wang, 2013 y 2014). Estos hallazgos se
confirmaron en un estudio con seguimiento a cinco afios que incluyé pacientes con
antecedentes de insuficiencia cardiaca donde se observo que tras ajustar por FRCV e
indices cardiorrenales, los niveles de TMAO elevados continuaban siendo predictores
de riesgo de mortalidad durante un periodo de tiempo mas prolongado (Tang, 2014).

En esta misma linea van los resultados obtenidos en investigaciones realizadas
en ratones propensos a la aterosclerosis alimentados con dietas enriquecidas en
colina o TMAO observandose que eran mas proclives al desarrollo de aterosclerosis.
Es curioso que tanto la produccion de TMAO como el aumento de la aterosclerosis
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producidos al suplementar dietéticamente con colina dependian de la microbiota
intestinal: por un lado el tratamiento con antibi6ticos prevenia la aterosclerosis
inducida por colina y por otro, ratones libres de gérmenes mostraron que los niveles
TMAO en sangre solo se detectaban tras ser colocados en jaulas convencionales y
tras colonizacion con microbiota intestinal (Wang 2011).

1.7.1.2 Mecanismos de asociacién del TMAO y la ateroesclerosis.

El mecanismo por el cual TMAO promueve la aterosclerosis continia siendo
una especulacion. En primer lugar nos encontramos evidencias sobre la relacion de
altos niveles plasmaticos de TMAO con factores de riesgo cardiovascular y a su vez
con altas concentraciones de sus precursores: colina, betaina y carnitina. Quedaria

por definir como afectan los factores ambientales y genéticos (poco conocidos).

Por otro lado, estudios experimentales han mostrado que el TMAO afecta a
lipidos y a la homeostasis hormonal. Estos mecanismos que afectan al metabolismo
del colesterol promueven la formacion de células espumosas al aumentar la expresion
de receptores scavenger en los macréfagos originando alteraciones en el
metabolismo del acido biliar y en transportadores de esterol en el higado y el intestino.
La via del acido biliar juega un papel relevante en la eliminacién del colesterol por lo

que el bloqueo de esta via podria promover la aterogénesis (Velasquez, 2016).

El TMAO y sus precursores en la dieta, reprimen el transporte inverso del
colesterol a través de mecanismos dependientes de la microbiota intestinal,
mecanismos que conducirian a la acumulacién de colesterol dentro de las células de
la pared arterial. Ratones con microbiota intestinal intacta, suplementados con TMAO
dietético mostraron una reduccion significativa en la absorcion de colesterol, en la
expresion hepatica de enzimas de acido biliar, citocromo P450 como en
transportadores de acidos biliares. Sin embargo los niveles de transportadores de
colesterol realizados en macréfagos no cambiaron significativamente tras el
tratamiento con TMAO (Koeth, 2013). En otros estudios realizados en macréfagos de
ratones suplementados con TMAO o con alguno de sus precursores se observé una
mayor expresion de dos receptores scavenger implicados en el desarrollo de la
aterosclerosis (de CD36 y SR-A) (Wang, 2011).
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Estudios en ratones libres de gérmenes y trasplante microbiano,
suplementados con colina 0 TMAO, mostraron que el TMAO aumenta la respuesta
plaquetaria y la trombosis in vivo. En personas, los niveles plasmaticos de TMAO
predijeron de forma independiente el riesgo de trombosis (ataque cardiaco, accidente
cerebrovascular). La exposicion directa de plaguetas a TMAO aumenté el estimulo
dependiente de la activacion plaquetaria de multiples agonistas mediante liberacion
aumentada de Ca2+ de las reservas intracelulares. La suma de estos hallazgos
proporciona cierta evidencia de un vinculo mecanicista entre la microbiota intestinal, la
funcion plaquetaria y el riesgo de trombosis (Zhu, 2016).

También se ha demostrado que el metabolito bacteriano TMAQ afecta a los
efectos hemodinamicos de la angiotensina Il, hormona clave en la homeostasis del
sistema circulatorio. La concentracion de TMAO en plasma en ratas fue
aproximadamente 10 veces menor que la conocida en humanos. La concentracién de
TMAO no afectaba a la presion arterial en animales normotensos pero si prolongaba
el efecto hipertensivo de angiotensina Il (Ufnal, 2014).

En contraposicion existen otras lineas de investigacion sugieren que el TMAO
puede desempefiar un papel protector en el sistema cardiovascular. En estudios con
ratones modificados genéticamente ApoE (-/-) tratados directamente con TMAQ o con
sus precursores mostraron que el TMAO a concentraciones de hasta 10 veces la
concentracion maxima conocida en personas no afectd a la formacién de células
espumosas in vitro. Independientemente del grupo de tratamiento, los niveles de
TMAO correlacionaron inversamente con el tamafio de la lesion.

Estos hallazgos sugieren que el TMAO podria ralentizar la formacion de
lesiones adrticas pudiendo tener un efecto protector y no causal sobre el desarrolio de
la aterosclerosis (Collins, 2016). La suplementacion oral con I|-carnitina mostro un
aumento significativo de niveles de TMA y TMAO en plasma lo que podria ser
beneficioso ya que se observd una disminucién de marcadores de lesidn vascular y
del estrés oxidativo como las formas solubles de molécula de adhesién intracelular-1
(sICAM-1), la proteina de adhesidbn celular vascular 1 (sVCAM-1), y el
malondialdehido (MDA) (Fukami, 2015).
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1.71.3 Evidencias de la asociacién TMAO y riesgo cardiovascular.

La relevancia clinica del TMAO se ha expandido recientemente dado que
muchos estudios han informado de la existencia de una correlacién positiva entre
elevados niveles plasmaticos de TMAO y un aumento del riesgo cardiovascular,
independientemente de los factores de riesgo tradicionales, como la diabetes o
insuficiencia renal (Koeth, 2013; Wang, 2014).

Muchos estudios han vinculado los niveles plasmaticos de TMAO y la colina a
pacientes con insuficiencia cardiaca. La translocacion bacteriana potenciada, el
consecuente aumento de la respuesta inflamatoria y del estrés oxidativo son el
resultado de la isquemia y congestion en el intestino inducidas por la insuficiencia
cardiaca (Tang, 2014 y 2015b; Troseid , 2015; Troseid , 2016).

Concentraciones elevadas de L-carnitina en sangre en una cohorte de 2,595
pacientes se asociaron a un mayor riesgo de ECV y de eventos adversos
cardiovasculares (IAM, accidente cerebrovascular y muerte) (Koeth, 2013). En
estudios realizados en Estados Unidos, 80.978 mujeres y 39.434 hombres (cohortes
'Health Study (1980-2012) y Health Professionals Follow-Up Study (1986-2012)
respectivamente) una mayor ingesta dietética de fosfatidilcolina, otro precursor del

TMAQ, se asocié con un mayor riesgo de mortalidad (Zheng, 2016).

En otra cohorte clinica superior a las previas (n=4007) con seguimiento a 3
anos, los niveles elevados de TMAO se asociaban a un mayor riesgo de efectos
adversos graves de eventos cardiovasculares (IM, accidente cerebrovascular o
muerte). El riesgo para el cuartil de TMAO mas alto versus el cuartil mas bajo en esta
cohorte fue de 2.54, siendo significativamente mas alto que el de los FRCV como el
colesterol LDL. Los niveles TMAO elevados mantuvieron un fuerte valor pronéstico de
prediccion de eventos adversos cardiovasculares tras ajustar por FRCV, marcadores
inflamatorios y funcién renal estimada (Lewington, 2007; Tang, 2013). Filtrados
glomerulares bajos junto a otros factores de riesgo, como son la hipertension y la
diabetes mellitus fueron frecuentes en el cuartil superior de los niveles de TMAO
(Tang, 2013; Wang 2014).
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En voluntarios sanos se evallo la ingesta de dos huevos duros y una capsula
de fosfatidilcolina marcada con un isétopo estable antes y después de una semana de
antibiéticos de amplio espectro. Varios metabolitos, incluyendo TMAQO, se elevaron
tras la estimulacién con fosfatidilcolina en los participantes que no recibian tratamiento
con antibidticos. Por el contrario, el tratamiento con antibiéticos eliminé la produccion
de TMAO y TMA (Tang, 2013).

Un estudio transversal de 227 pacientes con cirugia cardiovascular para
enfermedad arterial coronaria, valvulopatia o enfermedad adrtica, mostré que en el
cuartil superior de los niveles de TMAO habia un nimero significativamente mayor de
arterias coronarias infartadas en comparacion con el cuarti mas bajo (OR: 11,9;
IC95%: 3,88-36,7; p < 0,001) (Mafune, 2018).

En otra cohorte canadiense constituida por 292 individuos (99 con ECV y 193
controles), las concentraciones plasmaticas de TMAQO se correlacionaron con la ECV
significativamente incluso después de considerar variables, como la ingesta de carne,
pescado, colesterol sin embargo esta asociacionh no se produjo con las
concentraciones de L-carnitina (Mente, 2015).

En ratones con dieta alta en grasas y azdcar, el TMAO aumenta la alteracion
de la tolerancia a la glucosa, inhibe la sefalizacién hepatica de la insulina y promueve
la inflamacién del tejido adiposo. En animales y humanos, parece que el TMAO podria
ser una molécula mediadora en el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 (Romano,
2015).

Un estudio independiente mostré que los niveles circulantes de TMAO pueden
predecir eventos clinicos agudos en pacientes con infarto de miocardio {Lewis, 2008).
Especialmente, niveles elevados de TMAO en plasma se han asociado con la
disfuncidn diastdlica (Tang, 2015) y una baja supervivencia (Troseid, 2015).

La tabla 1.3 resume los estudios de cohortes prospectivas que han investigado

la asociacién entre los niveles plasmaticos de TMAO y la enfermedad cardiovascular.
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Tabla1.3. Principales estudios de cohortes prospectivas que evaliGan la asociacidon de niveles en
plasma de TMAO medidos por LCMS con la ECV.

Autor Tipo de poblacién  FUP n Edad Niveles de Varlables
afios TMAO resultado

Tang, 2013. PG 3 4007 63 11 <243 vs ECVs o
>6.18 uM muerte

Lever, 2014 EACyY 5 396 68 (556-93) <2.8vs ECVso

EAC + DM >12.0 yM muerte

Kaysen, 2015 ERC 5 235 61.8 14.2 <27.5vs ECVso
>66.6 yM muerte

Tang, 2015 FP 5 112 5714 <15vs muerte
>15 uM

Troseid, 2015 FP 0,5 155 57+ 11 <9.23 vs muerte
>9.23 M

Kim, 2015 ERC 3 2529 682127 <20.41 vs ECVs
>20.41 uM

Ottiger, 2016 NAC & NAC + ECP 6,1 317 72 (57-82) <2.3vs muerte
>4.1 uyM

Skagen, 2016 EAC 1 264 676184 <9.77 vs muerte
>9.77 yM

Missailidis,2016 ERC 3 179 55+ 14 <32.2vs muerte
>722 UM

Suzuki, 2016 FP 1 972 78 (69-84) <5.6vs muerte
>5.6 yM

Suzuki, 2017 EAC 2 1079 65 (67-77) <29vs ECVs o
>5.1 uyM muerte

PG: Poblacién general; NAC neumonia adquirida; ECP Enfermedad arteria coronaria ; FC falfo cardiaco;
ERC Enfermedad renal crénica; ECV evento cardiovascular; CP Cohorte prospectiva; P plasma; FUP:
seguimiento; DM: diabetes melfitus.

Existe la posibilidad de que este biomarcador no sea causal sino que solo
refleje la enfermedad renal originada por la aterosclerosis. Hay estudios que no han
demostrado asociacién entre TMAQO y enfermedad aterosclerética. En 339 pacientes
a los que se les realizo una angiografia coronaria se midieron las concentraciones
plasmaticas de TMAO, betaina y colina. Los niveles de TMAO fueron mas altos en
diabéticos comparados con no diabéticos y en 8 afios de seguimiento ni los niveles de
TMAO ni betaina se asociaron a IM o a eventos cardiovasculares (Mueller, 2015). En
un metanalisis de 13 ensayos controlados (n=3,629) se vio que bajas dosis de L-
camnitina oral resultaba en una reduccion del 27% en la mortalidad por cualquier
causa, en una reduccién del 65% en arritmias ventriculares y en una reduccion del
40% en los sintomas de angina pacientes que tuvieron un IAM (DiNicolantonio, 2013).
En otro estudio realizado en pacientes en hemodialisis, la suplementacién oral de L-
carnitina se asoci® con un aumento de niveles plasmaticos TMAO pero los
marcadores de lesidbn vascular y los marcadores de estrés oxidativo disminuyeron
(Fukami, 2015).
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El grupo EPIC estudio mas de 400.000 personas y observé una correlacion
entre la carne procesada y la mortalidad por ECV pero esta asociacion no se dio con
came sin procesar (mayor contenido en carnitina y colina) (Rohrmann, 2013).0tro
estudio realizado en 3,924 afroamericanos mostro que mayores cantidades de colina
dietética se asociaron con un menor riesgo de accidente cerebrovascular isquémico
mientras que un mayor consumo de betaina se asocié con un mayor riesgo no de

sufrir un incidente coronario (Millard, 2016).

El TMAO podria no contribuir significativamente al avance de la enfermedad
ateroesclerédtica en adultos sanos de mediana edad. Un estudio con 917 pacientes de
edades comprendidas entre 33 y 45 afios, poblacidn relativamente joven en
comparacion con otros estudios, con 10 afios de seguimiento, evalué el papel que
jugaba el TMAO en la progresion de la ateroesclerosis. No encontré asociacion entre
las concentraciones de TMAQ y la progresion aterosclerética medida por GIMc y la
presencia o progresion de placas (Meyer, 2016).

En ofro estudio de casos y controles de 322 pacientes con accidente
cerebrovascular isquémico aterosclerdtico de grandes arterias y ataque isquémico
transitorio, los participantes con aterosclerosis asintomatica no manifestaron ningin
cambio ni en microbiota intestinal ni en niveles sanguineos de TMAO; sin embargo,
los pacientes con ataque isquémico transitorio y accidente cerebrovascular mostraron
disbiosis significativa de la microbiota intestinal, y sus niveles de TMAO disminuyeron
(Yin, 2015). Todas estas evidencias respaldan la necesidad de realizar mas
investigaciones para definir la relacién de causa-efecto entre el TMAO y la ECV.

Es interesante comentar los resultados de un metanalisis realizado en 2017
que analiza los datos de 11 estudios prospectivos de cohortes que concluye que
niveles de TMAO mas elevados basalmente se asocian de forma independiente con
un incremento del 23% de eventos cardiovasculares y un aumento del 55% de la
mortalidad por cualquier causa. Bien es cierto que los autores mencionan que la
heterogeneidad detectada fue significativa en la correlacion entre el TMAQO basal y el
riesgo de mortalidad por cualquier causa. Estos resultados sugieren que los
participantes en los estudios con un TMAO inicial mas alto, tenian un mayor riesgo de
riesgo cardiovascular futuro (ver figura 1.9) (Jiagian Qi, 2017).
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ID HR (95% CI) Weight
CVEs !
Tang, W. H. (2013) - 1.43(1.05,1.94) 7.70
Lever, M. (2014) e 2,00(1.10,3.60) 458
Kaysen, G. A. (2015) T 0.92 (0.40,2.10) 299
Kim, R. B. (2015) - 1.23(1.06, 1.42) 9.54
Suzuki, T. (2016) . 1.09 (0.92,1.29) 9.32
Subtotal (I-squared = 31.4%, P=0.212) < 1.23(1.07, 1.42) 34.14
Death .
Tang, W. H. (2013) i - 3.37(2.39,4.75) 7.24
Lever, M. (2014) | — 2.70(1.60, 4.80) 497
Tang, W. H. (2015) — 1.45(1.05,2.02) 745
Kaysen, G. A. (2015) ——— 1.14 (0.67,1.83) 5.16
Troseid, M. (2015) T 1.35(0.90,1.79) 7.24
Ottiger, M. 1 (2016) + - 0.60(0.20, 1.60) 213
Ottiger, M. 2 (2016) —_—— 1.90 (1.20, 3.10) 5.72
Skagen, K. (2016) — 1.38(0.91,2.08) 6.40
Missailidis, C. (2016) : - 4.32(1.32,14.20) 1.72
Suzuki, T. (2016) - 0.98 (0.80, 1.21) 891
Suzuki, T. (2017) = 1.21(0.98, 1.48) 892
Subtotal (I-squared = 80.8%, P = 0.000) <> 1.55(1.19,2.02) 65.88
Overall (I-squared = 75.4%, P = 0.000) O 1.44 (1.21,1.71) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis| !

T T

2 1 14.2
Figura 1.9 Forest plot para la asociaciéon entre TMAO y eventos CV o muerte. Jiagian Qi, 2017

Teniendo en cuenta toda esta informacién parece que existe evidencia
sustancial que avala la teoria de que los niveles elevados de TMAO estan asociados
ECV. Seria necesario realizar investigaciones tanto de cohortes prospectivas a gran
escala o de estudios de intervencién para conseguir evaluar el poder diagnéstico de
TMAO y su papel causal en la enfermedad cardiovascular.

1.7.2 TMAO y enfermedad renal.

Los metabolitos de la microbiota intestinal contribuyen a la progresion de la
ERC y la ECV a través de un proceso sistémico que comienza con toxicidad urémica
seguida de una cascada inflamatoria (Ramezani, 2016; Wing 2016). A su vez las
irrupciones en la microbiota intestinal pueden producir endotoxinas que originan una
importante respuesta inflamatoria (Nallu, 2017). Estas endotoxinas circulan en el
torrente sanguineo y alcanzan varios 6rganos donde se produce la disfuncion. Los
niveles elevados de TMAQ pueden ser un factor de riesgo adicional (Chhibber-Goel,
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2016) ya que existe evidencia experimental que correlaciona niveles elevados de
TMAO con enfermedades cronicas asociadas con la disfuncién endotelial y la
aterosclerosis (Sun,2016; Schugar 2015; Miao 2015; Koeth 2013; Zhang 1996).

El TMAO se elimina del plasma por via renal y la excrecién urinaria en
personas sanas varia casi 700 veces, lo hace pensar que la dieta u otros mecanismos
ejercen un efecto relevante (Zhang 1996). Varios son los estudios que han encontrado
una mayor acumulacién de TMA y TMAOQO en pacientes con enfermedad renal terminal
lo que podria atribuirse al bajo filtrado glomerular y bajo aclaramiento plasmatico del
TMAQO (Bell, 1991; Bain, 2006). Este aumentoc de los niveles en plasma y orina
también podria deberse a la liberacion de TMAO de la médula renal como
consecuencia del dafio renal isquémico (ver figura 1.10) (Hauet, 2000; Doucet, 2014).

i Carne roja Intaracciones .
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Figura 1.10 Descripcién de la produccidén y niveles de TMAO en relacién con la funcién renal. Kim, 2016

En la actualidad el tratamiento del riesgo cardiovascular en la ERC se basa en
estatinas e inhibidores o bloqueantes de angiotensina (Baigent, 2011;
Balamuthusamy, 2008), pero los beneficios que ofrecen en referencia a mortalidad a
largo plazo disminuyen al comparar con pacientes sin ERC (Elliott, 2014). La
aterosclerosis renal es dificil de separar de la ECV y gran parte de las discusiones
sobre la relacién entre el TMAO y el riesgo de ECV podrian aplicarse al riesgo de
enfermedad renal. Podemos dividir en dos categorias las evidencias que avalan la
hipétesis de que el TMAO causa enfermedad renal:
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1. Modelos experimentales: ratones con TMAO desarrollan enfermedad renal.

Las exposiciones dietéticas crénicas que aumentan el TMAO directamente
contribuyen a la fibrosis renal progresiva y a la disfuncibn en modelos animales.
Ratones C57BL/6J alimentados durante seis semanas con dieta rica en colina o
suplementada con TMAO, mostraron mayores concentraciones plasmaticas de
TMAO. Estos niveles elevados correlacionaron con un aumento de fibrosis tlbulo
intersticial y deposicion de colageno, asi como aumentos en el marcador -1 de dafio
renal. Al alimentarlos con este tipo de dieta durante 16 semanas aumentaron también
las concentraciones séricas de cistatina C (marcador de lesion renal) (Tang, 2015).

2. Altas concentraciones plasmaticas de TMAO en personas con riesgo de
padecer enfermedad renal.

Pacientes con funcion renal deficiente poseen concentraciones plasmaticas
elevadas de TMAO (Rhee 2013; Tang, 2015). En un analisis de 31 pacientes se
identificaron 7 metabolitos que diferian en las muestras de pacientes con ERC y sin
ERC, siendo las concentraciones plasmaticas de TMAO mas altas en los pacientes
con ERC (Posada-Ayala, 2014). En 15 pacientes con enfermedad renal terminal
comparados con 15 homélogos sanos se observaron concentraciones plasmaticas
significativamente mas altas de TMA y TMAO (Bain, 20086).

A medida que la funcién renal va disminuyendo, a partir de estadio 3a (eFG 45-
60) ml/ min/1.73 m2), las concentraciones TMAO no solo aumentan sino que son muy
variables. Se han visto concentraciones medias de 3.3 pM (IQR: 3.1-6.0 uM) en
voluntarios sanos versus 94.4 UM (IQR: 54.8-133 yM) en personas con enfermedad
renal en etapa final. En pacientes con estadios de 3 a 4 de ERC, las concentraciones
de TMAO correlacionaban independientemente tanto con la puntuacién de
enfermedad arterial coronaria severa (evaluada por angiografia cuantitativa) como con
la mortalidad pero no fue significativo cuando se prob6 con los tertiles TMAO (Stubbs,
2016). La mediana de los niveles de TMAQO en ERC grado 4 fue mayor que en los
pacientes Grado 3b (25,15; IQR 16,64-38,56 frente a 14,32; IQR 9,14-22,69 M) (Kim,
2016).
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En 16 pacientes con insuficiencia renal cronica se investigaron los
componentes del plasma y la orina por espectroscopia. Las concentraciones
plasmaticas de TMAOQO correlacionaron con el grado de fallo renal. EIl TMAO se asocié
con la concentracion plasmatica de urea (r = 0,55) y creatinina (r = 0,74), lo que
sugiere que la presencia de TMAO esta relacionada con el grado de insuficiencia
renal. Cuando ingirieron una comida basada en pescado que contenia TMAQ, este
aparecié rapidamente en plasma y en orina (Bell, 1991).

En 179 pacientes con ERC estadio 3-5, el filtrado glomerular y la funcién renal
alterada fueron las principales variables que afectaban a las concentraciones
plasmaticas de TMAO. El aumento de los niveles de TMAO se asocié a marcadores
inflamatorios sistémicos y a 5 afios predijo una supervivencia reducida (Missailidis,
2016). La concentracién sérica de TMAO se asocié inversamente con el filtrado
glomerular estimado y fue marcadamente mas alta en pacientes en didlisis (Kaysen,
2015; Missailidis, 2016). La hemodialisis elimind eficazmente el TMAO de la sangre
(Bain, 2006) y aclaro el TMAO a una velocidad similar a la de la creatinina, con
reacumulacion a concentraciones plasmaticas de aproximadamente 100 mM antes de
la sesion de dialisis subsecuente (Hai, 2015; Stubbs, 2016).

Las altas concentraciones plasmaticas de TMAO observadas en la insuficiencia
renal tras trasplante renal, disminuyen a valores normales, lo que sugiere que un
mejor aclaramiento de TMAO podria ser responsable del menor riesgo cardiovascular
observado en receptores de aloinjerto renal (Missailidis, 2016; Stubbs, 2016). Al igual
que en personas sin ERC, el aumento de las concentraciones de TMAO se asoci6 con
la prediccion de eventos CV y a una mayor mortalidad por enfermedad renal en
cohortes con estadios de ERC de moderados a moderadamente graves (etapas 3-4).
El TMAOQ plasmatico fue mayor entre los pacientes con ERC grado 3 -5 (eFG <60 ml /
min / 1,73 m2) que el observado en los pacientes sin ERC (7,9; IQR 5,2-12,4 frente a
3.4; IQR 2,3-5,3 uM, p <0,001) (Tang, 2015).

En pacientes estables con enfermedad renal (n = 521) se mostr6é correlacion
entre las concentraciones plasmaticas de TMAO en ayunas y la mortalidad por
cualquier causa. Estos valores elevados de TMAO fueron predictivos del riesgo de
mortalidad a cinco afos por cualquier causa con un aumento de riesgo de 1,9 veces
después de ajustar los factores de riesgo tradicionales, como son la edad, la presion
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arterial, el perfil lipidico, la proteina C reactiva de alta sensibilidad, el filtrado
glomerular, etc. Incluso entre pacientes que no tenian enfermedad renal grave, las

concentraciones elevadas de TMAO indicaron mal pronéstico (Tang, 2015).

En pacientes del Framingham Heart Study (n=1,434) sin ERC al iniciar el
estudio se realizaron analisis de metabolitos en plasma mediante cromatografia
liqguida /espectrometria de masas. A lo largo de los 8 afos de seguimiento, 123
individuos desarrollaron ERC, definida por un eFG estimado de <60 ml / min por 1.73
m/2. El TMAO se asoci6é con la aparicion de ERC incluso tras ajustar por eFG, sexo,
diabetes, hipertension y proteinuria (Rhee, 2013). Otro estudic de metabolémica
basado en RMN observé una asociacidén entre concentraciones urinarias de TMAO y
lesiones tlbulo intersticiales en pacientes (n = 77) con glomerulonefritis concluyendo
que la mayor excrecion de TMAO podria deberse a distorsiones tdbulo intersticiales
(Anderson, 1993).

Finalmente, comentar un estudio de mas de 2500 canadienses con ERC y con
un periodo de seguimiento de 3 afios, el TMAO plasmatico predijo de forma
independiente eventos cardiovasculares estadio 3 de ERC, pero no en estadio 4
(donde los niveles de TMAQ fueron mucho mas variables) (Kim 2013).

Al plantearse si el TMAO es causa o resultado de la disfuncidén renal hay que
ser cautos en la respuesta. Las concentraciones de TMAOQO son altas en pacientes con
enfermedad renal sin embargo, dicha asociacidon no es suficiente para sustentar la
hipbotesis de que el TMAO cause enfermedad renal. Al ser el aclaramiento renal un
factor determinante de las concentraciones plasmaticas de TMAOQ, la funcién renal y
el TMAO deberian estar correlacionados a pesar de que el TMAO no cause dafio
renal.

Algunos estudios no muestran asociacion causal entre el TMAO con la
morbilidad o la mortalidad originadas por enfermedades renales. Por ejemplo, los
estudios en poblacién en hemodialisis no indican un valor predictivo constante de los
niveles plasmaticos de TMAO para el riesgo de enfermedad CV. En una cohorte
prospectiva de 235 pacientes con enfermedad renal terminal que requerian
hemodialisis o dialisis peritoneal ho se observd relacién entre las concentracicnes
séricas de TMAQ y la mortalidad por cualquier causa o los eventos cardiovasculares
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pero si correlaciond con la albamina sérica, la creatinina e inversamente a la proteina
C-reactiva {(Kaysen, 2015). Parece que el TMAO se elimina de manera mas eficiente a
través de la urea con una funcién renal normal que por dialisis (Hai, 2015).

Otro aspecto a considerar es que la correccion estadistica para el aclaramiento
renal reducido de TMAO usando creatinina o cistatina C basado en medidas de eFG
no tiene en cuenta la funcién tubular, la cual tiene un impacto en la excrecién de
TMAO. La funcién tubular puede ser muy variable en cualquier eFG y, a menudo,

depende de la ERC subyacente (Suchy-Dicey, 2016).

Ademas de la confusién relativa a la reduccién del aclaramiento renal de
TMAQO, los factores relacionados con el intestino, propios de la ERC contribuyen a
elevar los niveles de TMAO en la sangre. La composicion de la microbiota intestinal
puede pasar de simbidtica a disbiética por la influencia de factores "urémicos" como el
edema intestinal, tiempo de transito reducido, anorexia o seguimiento de una dieta
baja en fésforo o potasio (Ramezani, 2014).

Los datos del estudio de Tang et al son la evidencia mas convincente de que el
TMAO pudiera ser causante de enfermedad renal pero hay que ser cautos a la hora
de extrapolar los datos de modelos animales a pacientes (Tang, 2015). Son
necesarios mas estudios para determinar las causas de tanta variabilidad y para
dilucidar si la disminuciéon de TMAO reduce el riesgo CV en pacientes con ERC.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

21 Hipodtesis

En base a los resultados obtenidos en poblacion general, la hipotesis de
nuestro estudio es que los niveles plasmaticos de los metabolitos bacterianos TMAQ y
TMA se encuentran relacionados con la presencia de ateroesclerosis subclinica y con
el deterioro de la funcion renal en pacientes con infeccién por VIH.

La principal pregunta de investigacion seria si, en pacientes infectados por el
virus del VIH, los niveles de TMAO y de TMA se asocian con un mayor grado de

enfermedad cardiovascular y/o con una peor funcién renal.

2.2 Objetivos

Para abordar dicha hipétesis nos hemos planteado los siguientes objetivos:

1. Investigar la asociacion de los niveles plasmaticos de TMAO y TMA con los
parametros inmunolégicos y viroldgicos relativos a la infeccién por VIH, exposicion
al tratamiento antirretroviral, y factores de riesgo cardiovascular tradicionales en
nuestra cohorte de pacientes.

2. Estudiar en nuestra poblacién de pacientes con VIH la asociacién entre los valores
plasmaticos de TMAO y TMA con distintos marcadores relacionados con el riesgo
cardiovascular: presencia de evento previo, GIM-c y evidencia de placa
aterosclerética.

3. Investigar la relacién entre los niveles plasmaticos de TMAO y TMA vy diversos
biomarcadores de inflamacion, coagulacién y activacion de monocitos (IL-6,
usPCR, dimero D, fibringeno y sCD14).

4. Evaluar la asociacion entre los los valores de TMAO y TMA con distintos
parametros de funcién renal.
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3.1 Diserio del estudio.

Estudio transversal descriptivo de una serie de casos de pacientes
diagnosticados de infeccidén por VIH procedentes de una cohorte clinica del hospital
Clinico San Carlos de Madrid.

3.2 Poblacién del estudio.

La poblacion de estudio procede de la Unidad de VIH del Servicio de
Enfermedades Infecciosas del Hospital Clinico San Carlos del Area 7 de salud de la
Comunidad de Madrid. Dicha cohorte clinica de pacientes esta formada por pacientes
atendidos entre octubre de 2002 y junio de 2011.

Se incluyeron pacientes consecutivos con infeccion por VIH demostrada,
mayores de 18 afios que habian recibido tratamiento antirretroviral durante al menos
un afo. Se excluyeron pacientes naive, pacientes con carga viral detectable (ARN

mas de 50 copias) y los que no firmaron el consentimiento informado.

El protocolo de este estudio cumple con los principios de la Declaracién de
Helsinki fue aprobado por el comité ético y el comité de investigacion. El codigo del
CEIC de este proyecto es E-09/300.

Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado (ver anexo 8.1). La
base de datos se trabajé completamente anonimizada, sin incluir ningun tipo de
informacién que pudiera identificar directa o indirectamente a los participantes del
estudio, en concordancia con la legislacion espafiola vigente.

En el momento de la inclusion en el estudio, a todos los pacientes se les realizé
un examen fisico completo y se recopilaron variables sociodemograficas (edad, sexo),
antropométricas (peso, altura, cintura,) y clinicas: antecedentes familiares de ECV
(definidos como ocurrencia de un evento cardiovascular importante en unoc o mas
familiares de primer grado), historia de tabaquismo, antecedentes de hipertension
arterial (HTA), hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (definidos siguiendo las
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recomendaciones del Tercer Panel de Expertos sobre Deteccion, Evaluacién y
Tratamiento de la Hipercolesterolemia en Adultos; NCEP-ATP lll, 2002) y de diabetes
(criterios segun la American Diabetes Association). La presencia de sindrome
metabdlico se defini6 de acuerdo con los criterios NCEP-ATP lll. Una tnica
enfermera determin6 en una consulta programada el peso, talla, y el diametro de la

cintura y calculé el IMC.

Ademas, se recogieron las variables relativas a la infeccion por VIH: carga viral,
recuento de linfocitos CD4 y CD8, nadir de linfocitos CD4, ratio CD4/CD8, tiempo
desde el diagnéstico de la infeccidn VIH, historia de coinfeccién por VHC y VHB. Se
registr6 todo el tratamiento antirretroviral previo y actual, incluyendo el tiempo
acumulado de exposicidn a grupos de farmacos especificos (ITIAN, ITINAN, IP, INI).

3.3 Obtencion de muestras.

A todos los participantes del estudio se les tomé por la mafiana en ayunas una
muestra de 20 mL de sangre mediante puncidén venosa, que se repartié en dos tubos.
El plasma se obtuvo a partir de la muestra recogida en tubos con EDTA 0,2 M como
anticoagulante centrifugando a 1.500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Para la obtencion
de suero utilizamos el tubo de sangre sin anticoagulante, el cual se centrifugé a 2.500
rom durante 10 minutos a 4°C. Tanto el plasma como el suero se alicuotaron y se
guardaron congelados a -80°C hasta su uso. Ninguna alicuota sufri6 mas de dos

ciclos de congelacién-descongelacion.

34 Medidas de variables bioquimicas

Las determinaciones plasmaticas se realizaron mediante métodos estandar en

el Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital Clinico San Carlos.
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Variables relativas al perfil lipidico:

Colesterol total, cHDL y triglicéridos fueron determinados por el método CHOD-
PAP (inmunoinhibicién colorimétrica, Olympus System Reagent AU5400®).

El cLDL se calculé utilizando la ecuacién de Friedewald (Gémez, 2000).

Perfil glucémico:

Glucosa plasmatica se determind por un método glucosa-hexoquinasa,
mediante un autoanalizador (Olympus Diagnostics AU2700®).

Insulina: técnica de quimioluminiscencia (IMMULITE 2000®, Siemens
Diagnostics).

Hemoglobina glicosilada mediante cromatografia de intercambio iénico (HPLC,
sistema TOSOHGS8®).

El HOMA (homeostasis model assessment) se calculé mediante la formula:
insulina (WU/mL) x glucosa (mg/dL)/22,5.

Variables relativas al perfil inmunoldgico:

El recuento de linfocitos CD4+ se realizé por citometria de flujo estandar.

La carga viral de VIH-1 se establecié por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), con un limite inferior de 20 copias/mL.

La infecciébn por VHB y VHC se diagnosticé mediante serologia positiva para
dichos virus por enzima-inmunoensayo.

Biomarcadores séricos:

PCR ultrasensible (usPCR) se determiné por nefelometria (sistema VISTA®,
Siemens Diagnostics).

Interleukina-6 (IL-6) mediante quimioluminiscencia (IMMULITE 2000®, Siemens
Diagnostics).

Dimero D se determiné por turbidimetria (sistema ACL-TOP®)

Fibrinégeno a través del método dPT (derivado del tiempo de Protrombina).
Creatinina se cuantificé mediante la técnica de Jaffé cinético (picrato en medio
alcalino, sistema Olympus Diagnostics AU2700®)
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» Cistatina C se determind mediante nefelometria (sistema BN-Prospect®,

Siemens Diagnostics).

3.5 Evaluacién del riesgo cardiovascular.

La evaluacion del riesgo cardiovascular se llevo a cabo mediante la puntuacion
por la escala de Framingham, que evalida el riesgo de padecer enfermedad coronaria
(IAM o muerte) en los siguientes 10 afios en funcidén del sexo, la edad, la estatura, el
peso, el tabaquismo, la existencia de diabetes, la presion arterial sistolica y el cLDL.
El riesgo global es acumulativo y se obtiene a partir de la puntuacién total obtenida de
la suma individual de puntos asignados a cada factor de riesgo. Los pacientes se
clasificaron con bajo riesgo cardiovascular a 10 afios cuando la puntuaciéon en la
escala fue menor a 10%, riesgo bajo-intermedio cuando la puntuacion fue de 10 a
20% vy riesgo intermedio-alto cuando fue mayor del 20% (NCEP-ATP Ill, 2002;
Marrugat, 2003; Wilson PW, 1998).

3.5.1 Medida del grosor intima-media carotideo (GIM-c).

El GIM-¢c se midid mediante eco-doppler utilizando un sistema de ultrasonido
HD7 (Philips) con una sonda sectorial de 12 MHz siguiendo las recomendaciones de
la Sociedad Americana de Ecocardiografia (Rodriguez-Torres, 2008). Mediante
ultrasonografia en una imagen longitudinal, cada pared de las arterias carétidas
comunes se visualiza como dos lineas paralelas ecogénicas separadas por un
espacio hipoecoico. Este patrén de doble linea se corresponde con el cambio de
impedancia en la interfase luz-intima y media-adventicia y es mas evidente en la

pared posterior.

Tras posicionar al paciente en declbito supino, con ligera hiperextensiéon del
cuello y rotacion de la cabeza hacia la izquierda, el GIM-c se midi6 en la pared
posterior de la arteria carétida comin derecha a 1 cm de la bifurcacion carotidea, 1
cm proximalmente al bulbo carotideo y en el origen de la carétida interna (1 cm
distalmente a la bifurcacién), en regiones libres de placa en las cuales el patrén de
doble linea era evidente. La presencia de placas de ateroma se evaludé en toda la
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circunferencia de los vasos mediante cortes transversales de la carétida comun, el
bulbo y la carétida interna del lado derecho. Se definieron como un aumento del GIM
focal al menos un 50% superior a la intima-media de los segmentos adyacentes
normales, 0 como un engrosamiento difuso superior a 1,5 mm. La placa se definié
como una estructura focal invadiendo la luz arterial de al menos 0,5 mm o del 50% del
valor del GIMc circundante, o también como un engrosamiento difuso de 1,5 mm
medido desde la interfase media-adventicia a la interfase intima-luz.

La resolucion axial fue de 0,1 mm para la imagen en tiempo real. Se
adquirieron imagenes de segmentos de al menos 10 mm en soporte informatico. La
cuantificacion del GIMc se realizd mediante el software QLab (Advanced
Quantification Software), el cual, mediante la evaluacién de parejas de pixeles a lo
largo de cada linea escaneada en la region de interés seleccionada, proporciona una
imagen espacialmente ponderada, que es mas dificil de ser alterada por
irregularidades aleatorias en la pared del vaso. Este programa ha sido validado
exhaustivamente con especimenes histolégicos y entre diferentes observadores,
incluyendo nuestro grupo de investigacion (Secil, 2005; Serrano-Villar, 2012; Serrano-
Villar S, 2014).

3.6 Evaluacién de la funcién renal.

La tasa de filtrado glomerular estimado (eFG, mL/min/1,73 m?) se calculé a
través de la férmula CKD-EPI {CKD Epidemiology Collaboration) (Stevens, 2010) y se
utilizé para estratificar a los pacientes en: pacientes con funcidbn renal normal o
elevada (eFG > 90 mL/min/1,73 m2); pacientes con funcién renal deteriorada (eFG <
60 mL/min/1,73 m?) y pacientes con deterioro de la funcién renal {(eFG < 30
mL/min/1,73 m?), de acuerdo con la Gufa de la Fundacién Nacional del Rifién de
EEUU (Levey, 2009) y recomendaciones del panel de expertos de GESIDA.
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3.7 Cuantificacion de metabolitos bacterianos.

3.7.1 Protocolo de analisis de TMAO por LC/MS.

La deteccion del TMAO se realizd en muestras de plasma congeladas
mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)
utilizando como sistema de ionizacion un electrospray (ESI} y como analizador un
cuadrupolo simple (Qp).Existe evidencia de que el analisis por LC-MS es fiable tras
realizar miultiples ciclos de congelacion-descongelacion no afectando a las
concentraciones plasmaticas del TMAO (Mente, 2015).

3.7.1.1 Procesamiento de muestras TMAO.

Una vez descongeladas, las muestras se desproteinizaron utilizando metanol
como reactivo precipitante. Para ello, se afiadieron 5 yL del estandar interno (D9-
TMAQ) a una concentracién de 10 pg/mL a 50 uL de plasma, y a continuacién, 195 pL
de metanol. Una vez formado el precipitado, las muestras se agitaron vigorosamente
durante 1 minuto aproximadamente, se centrifugaron a 12.500 rpm durante 2 minutos
a temperatura ambiente y se separ6 el sobrenadante, del que se inyectaron 10 UL en
el LC-MS. Todas las muestras se evaluaron por duplicado para asegurar la

reproducibilidad de resultados.

3.7.1.2Condiciones cromatograficas y espectrométricas TMAQ.

El analisis de las muestras se llevé a cabo con un sistema LC-MS 2020
(Shimazdu) que utiliza como detector un cuadrupolo simple.

La separacidén cromatografica se realizé con una columna de fase reversa C18
(150 mm x 4,6 mm x 5 ym) de Supelco (Sigma) a 35 °C. La elucion se llevé a cabo en
gradiente con una solucién acuosa de acido férmico 1N (fase A) y metanol (fase B): 2
minutos con 80% de fase A, disminucién de fase A hasta 35% durante 8 minutos, 1
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minuto con 35% de fase A y vuelta a 80% de fase A. La cromatografia se realizé

durante 14 minutos a un flujo de ¢,2 mL/min.

La deteccion del TMAO se hizd con un cuadrupolo simple utilizando como
fuente de ionizacién un electrospray (ESI) en modo positivo. Como gas de
nebulizacion (flujo 1,5 L/min) y gas se secado (flujo 10 L/min) se utilizé nitrégeno
producido por un generador de nitrogeno (Peak Scientific).

Para llevar a cabo la cuantificacion se utilizé la relacién de alturas entre el
TMAO vy el estandar interno, monitorizando los iones moleculares (TMAO: m/Z=76 y
D9-TMAO: m/Z=85) en modo SIM (Selected lon Moniloring). Para evaluar los
parametros de linealidad, exactitud y recuperacion se prepararon 6 concentraciones
de TMAO (Sigma) por duplicado de 1, 5 10, 25, 50, 100 uM. La linealidad del método
se realizd6 mediante regresion lineal.

3.7.2 Protocolo de analisis de TMA mediante GC-MS.

La deteccion del TMA se realizé en muestras de plasma congeladas mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS, por sus siglas
en inglés) utilizando la microextraccién en fase sélida en modo espacio de cabeza
(HS-SPME) como técnica de preconcentracion del analito de interés para alcanzar

altos niveles de sensibilidad.

3.7.2.1 Procesamiento de muestras TMA.

Una vez descongeladas las muestras a temperatura ambiente, se tomaron 200
WL de cada muestra, 200 uL de agua ultrapura (Tipo 1) y 150 mg de NaCl y se
introdujeron en un vial de 20 mL de vidrio con tapén magnético de rosca y septum de
teflon.

En la preconcentracion del TMA se empleé fibra de SPME Carboxen/PDMS de
85 ym (Supelco). Para ello, la fibra se introdujo en el espacio de cabeza del vial
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durante 45 minutos a 55°C y con agitacién a 250 rpm. Una vez transcurrido el tiempo
de extraccion, se procedid a la desorcidn térmica de los compuestos retenidos
introduciendo la fibora de SPME en el inyector del cromatégrafo de gases a 250°C en
modo splitless durante 5 min (Wzorek, 2010).

3.7.2.2 Condiciones cromatograficas y espectrométricas TMA.

El analisis de las muestras se llevé a cabo con un cromatdgrafo de gases
acoplado a un espectrometro de masas tipo cuadrupolo GCQMS 7890B-5977A
(Agilent technologies) provisto de inyector automatico de SPME, COMBI PAL (Agilent
Technologies).

Para la separacion cromatografica del TMA se utilizé una columna SupelcoWax
(30 m x 250 um x 0,25 ym) y se trabajé a un caudal constante de helio a 1,0 mL/min.
El programa de temperaturas del horno de la columna analitica fue: 80°C durante 4
minutos, se aumenté a 230°C con rampa de temperatura de 15°C/min y se mantuvo a
230°C durante 4 minutos.

La deteccion del TMA se trabajé con el especirébmetro de masas en modo
SCAN en el intervalo 35-100 uma. Para la cuantificacion se utilizé el area del pico
cromatografico del ion seleccionado del TMA (58 m/z). La temperatura de la interfase

y la fuente de ionizacién fueron 280°C y 250°C, respectivamente.

Para evaluar los parametros de linealidad, exactitud y recuperacion se
prepararon 4 concentraciones de TMA patron (Clorhidrato de trimetilamina; FLUKA)
por duplicado de 10, 50, 100 y 500 ng/mL y se analizé una muestra de suero
enriquecida a 100 ng/mL (por triplicado). La linealidad del método se realizé mediante
regresion lineal.
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3.8 Analisis estadistico

Las variables cualitativas se presentan con su distribuciéon de frecuencias. Las
variables cuantitativas que presentaron una distribucibn normal se resumen en su
media y su desviacién estandar (DE) y las variables que no siguieron una distribucién
normal se expresan con mediana y rango intercuartilico (RIC = P25 - Pys). El estudio de
la normalidad se realizé6 mediante la inspeccién gréafica del histograma y diagrama de
cajas de cada una de las variables continuas.

3.8.1. Relacion de TMAO y TMA con las variables estudiadas

3.8.1.1Comparabilidad de los grupos en funcién de los niveles de TMAO y TMA.

Con el objetivo de evaluar la relacién del efecto que tienen los valores de
TMAQO y TMA sobre las variables cuantitativas y cualitativas se decididé convertir las
variablesde TMAO y TMA cuantitativas en cualitativa dicotémica en funcién del valor
de la mediana (< Pso) de la muestra. Una vez categorizadas, se compararon las
caracteristicas sociodemogréficas y clinicas entre los dos grupos de estudio. Se
evalué la asociacion entre variables cualitativas con el test de chi-cuadrado o prueba
exacta de Fisher, en el caso de que mas de un 25% de los esperados fueran menores
de 5. Las comparaciones de las variables cuantitativas que se ajustaron a una
distribucion normal se realizaron mediante el test de la { de Student para dos grupos
independientes. En el caso de variables que no se ajustaron a una distribucion
normal, la comparacion se realizé mediante el test no paramétrico de la U de Mann-
Whitney.

3.8.1.2 Relaciéon de TMAO vy TMA con las variables de resultado cuantitativas.
Analisis univariado

Se compararon las medias de las variables de resultado cuantitativas y la
variable de exposicion principal (niveles de TMAO y TMA en funcién de la mediana)
mediante el test de la t de Student para dos grupos independientes. Se obtuvieron las

diferencias de medias brutas juntc a sus intervalos de confianza al 95%.
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Analisis multivariado

Con el objetivo de estimar el efecto ajustado de los niveles de TMAO y TMA
con las variables de resultado cuantitativas, se ajustaron modelos de regresion lineal
multiple. Las variables de ajuste fueron aquellas que en la comparacién entre los
grupos de estudio presentaron un valor de significacion estadistica (p<0,10) y/o
clinicamente relevantes. Se presentan las diferencias de medias ajustadas entre los
dos grupos (niveles de TMAQO y TMA en funcioén de la mediana) junto a sus intervalos
de confianza al 95%.

3.8.1.3 Relacién de TMAO y TMA con las variables de resultado cualitativas.

Analisis univariado

Se evaludé la relacion entre las variables de resultado cualitativas dicotomicas y
la variable de exposicion principal (niveles de TMAO y TMA en funcién de la mediana)
mediante el test de chi-cuadrado. Se presentan las odds ratio (OR) brutas junto a sus

intervalos de confianza al 95%.

Analisis multivariado

Con el objetivo de estimar el efecto ajustado de los niveles de TMAO y TMA
con las variables de resultado cualitativas, se ajustaron modelos de regresién logistica
multiple. Las variables de ajuste fueron aquellas que en la comparacién entre los
grupos de estudio presentaron un valor de significacion estadistica (p<0,10) y/o
clinicamente relevantes. Se presentan los OR ajustados junto a sus intervalos de
confianza al 95%.

Para todas las pruebas se aceptd un valor de significacién del 5% (P<0,05). El

procesamiento y analisis de los datos se realizd mediante el paquete estadistico
SPSS v.15.0.

58



4. RESUL'TADOS







4. RESULTADOS

41 Analisis descriptivo.

La poblacién de estudio consta de 85 pacientes con infeccién por VIH. Todos
los pacientes estaban recibiendo tratamiento antirretroviral y se encontraban con
carga viral indetectable (RNA VIH-1 <50 copias/mL). Los resultados se presentan en
la tabla 4.1.

En esta cohorte los pacientes eran relativamente jovenes (47 + 10 aios), con
alrededor de 11 afios diagnosticados con la infecciéon por VIH y 7 afios en tratamiento
antirretroviral. La mayoria de los pacientes mostraban un buen control inmunolégico.
En el momento de la inclusién en el estudio la mayoria de los pacientes estaban en
tratamiento triple basado en inhibidores de la proteasa o inhibidores no nucleosidicos
de la transcriptasa inversa. Unicamente 10 pacientes estaban recibiendo tratamiento
con inhibidores de la integrasa (Raltegravir) y sélo 2 pacientes recibian tratamiento
con un inhibidor de entrada (Maraviroc). En la tabla 4.1 se muestra el tiempo

acumulado de tratamiento.

La frecuencia de tabaquismo era elevada en nuestra poblacién (casi un 38%).
Ademas, mas el 74% de los pacientes eran dislipémicos y alrededor del 13 y del 14%
de los pacientes eran hipertensos y diabéticos, respectivamente. Las principales
caracteristicas clinicas de los pacientes se muestran en la tabla 4.1.

Tabla 4.1 Caracteristicas basales de los paclentes que viven VIH

Edad, afios 47 £10
Varones, n (%) 74 (87,1)
Fumador, n (%) 32 (37,6)
Hipertension, n (%) 11 (12,9)
PAS, mmHg 117+ 17
PAD, mmHg 72+ 10
Perfil lipidico

Dislipemia, n (%) 63 (74,1)
Colesterol Total, mg/dL 188 £ 38
cHDL, mg/dL 50+12
cLDL, mg/dL 110 £ 37
Trigliceridos, mg/dL 121 (1-192)
Antecedentes familiares enfermedad cardiovascular, n (%) 5(5,9)
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Tabla 4.1 Caracteristicas basales de los pacientes VIH

Perfll glucémico

Diabetes mellitus, n (%}

Insulina, pU/mL

Glucosa, mg/dL

Resistencia a la insulina {(HOMA)*, n (%)
Hemoglobina A1c, %

IMC, kg/m?

Sindrome metabdblico, n (%)

Parametros relacionados con el VIH
Duracion de la infeccion VIH, afios

Tiempo de tratamiento, meses

Linfocitos CD4, cel/mL

Nadir CD4, cel/mL

Linfocitos CD8, cel/mL

Ratio CD4/CD8

Nadir ratio CD4/CD8

Tiempo de tratamiento antirretroviral acumulado
Exposicién a IP, meses
Exposicion a ITIAN, meses
Exposicion a ITINAN, meses

Coinfeccién por VHC, n (%)

12 (14,1)
7.9 (3,3-14,7)
97,6 +17,8
22 (25,9)
56+07
238129
9 (10,6)

11 (4 - 15)
88 (36 - 140)
536 (385 - 709)
256 (180 - 358
761 (547 - 996)
0,76 (0,50-0,99)
0,24 (0,12-0,42)

76 (28-120)
162 (68-255)
52(22-83)
24 (28)

PAS: presion arterial sistblica; PAD: presion arterial diast6lica; IMC: indice de masa corporal; IP: inhibidores de

la Proteasa; ITIAN: Inhibidores de la franscriptasa inversa andlogos de nucledsido; ITINAN: Inhibidores de la

transcriptasa inversa No anglogos de nucleésido.

* Se define resistencia a la insulina cuando HOMA-R > 3,6

Los dalos se expresan como la media £ DE o la mediana (rango intercuartilo).

Respecto al riesgo cardiovascular, solo 10 pacientes habian sufrido un evento

previo a su inclusion en el estudio. Al aplicar el modelo de Framingham, mas del 87%

de los pacientes presentaban un riesgo bajo (<10% de probabilidad de sufrir un

evento coronario en los siguientes 10 afios). Su GIMc medio fue de 0,59 cm y solo 4

pacientes presentaban evidencia de placas de ateroma carotideas en el momento de

su inclusién en el estudio. Se diagnostico la presencia de enfermedad cardiovascular

subclinica (ECVs) en los pacientes con GIMc mayor del percentil 75 (0,69 cm) y/o con

presencia de placas de ateroma carotideas. En la tabla 4.2 se detalla el estado de la

enfermedad cardiovascular de nuestra cohorte.
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Tabla 4.2 Parametros basales relacionados con ECV de los pacientes VIH.
Eventos previos, n (%)

Angina 1(1,2)

IAM 7(8,2)

Otros 2(24)
GIMc, cm 0,59+£0,13
Presencia de placa, n (%) 4 {4.7)

Framingham score, n (%)

Riesgo bajo (riesgo ECV estimado <10%) 11 (87,1)

ECV: Enfermedad Cardiovascular; IAM: infarto agudo de miocardio; GIMe: Grosor Intima-rmedia carolideo; ECVs:
Enfermedad Cardiovascular subciinica;

Los dalos se expresan como la media £ DE o la mediana (rango intercuartilo).

Los parametros inflamatorios y de coagulacién también fueron analizados y se
muestran en la tabla 4.3:

Tabla 4.3 Parametros basales de inflamatorios y de coagulacion de los pacientes VIH

us PCR, mg/dL 0,43 (0,06-0,40)
IL-6, ng/mL 3,58 (1,90-2,53)
sCD14,ng/mL 1971044
D-Dimero, ng/mL 221 (90 -319)
Fibrinégeno, mg/dL 315 (255 -361)

Los datos se expresan como la media £ DE o la mediana (rango intercuartilo).

Respecto a la funcion renal (tabla 4.4), la mayoria de los pacientes (76,5%)
mostraron una funcién renal moderadamente reducida (eFG 60-88 mL/min/1,73 m?) y
sblo 5 pacientes (5,9%) presentaron una reduccién severa de la funcion renal (eFG
<60 mL/min/1,73 m?), de acuerdo a las guias de la US National Kidney Foundation.

Tahla 4.4 Parametros hasales de funcién renal de los pacientes VIH

eFG (CKD-EPI), mL/min/1,73m’ 79,7+13,0
Cistatina C, mg/dL 0,80+0,16
Creatinina, mg/dL 1,1+£0,15
eFG <90 mL/min/1,73 m?, n (%) 70 (82,4%)

eF@G: Filtrado glomerular estimado.
Los datos se expresan como la media t DE.
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4.2 Metabolitos de la microbiota intestinal enpacientes VIH.

La determinacién de los metabolitos de la microbiota intestinal TMAO y TMA en
sangre se realizé en 85 y 71 sujetos infectados por VIH, respectivamente. Los niveles
de TMAO detectados se encontraron en el rango de 2,75 a 8,71uM y los de TMA de
4,7 a 8,5 uM (Ver figura 4.1). Como muestra control se analizaron las concentraciones
en plasma de TMAO y TMA en 25 sujetos no infectados por VIH (44% hombres con
43 + 12 afios de edad y sin factores de riesgo cardiovascular), encontrandose los
niveles en un rango de 2,85 a 9,05 pM para el TMAO vy de 2,54 a 4,56 uM
respectivamente (Ver figura 4.1).

20 20
A B
15-
15+
% - *
2 10- 5 1
< <¢ 10~
= =
= =
5- -
01 _
P T 0 T T
No VIH VIH No VIH VIH

Figura 4.1 Niveles de TMAO y TMA en poblacién VIH y poblacién control no infectada.

4.3 Relacion _de TMAO y presencia de enfermedad cardiovascular,
inflamacién y enfermedad renal.

Como se ha comentado, existen sstudios que sugieren que en la poblacion
general existe un umbral por encima del cual los valores de TMAO serian un predictor
de eventos cardiovasculares (Tang, 2013). Para investigar si el TMAO podria ser
también un marcador de ECV y/o enfermedad renal en pacientes con VIH, decidimos
estratificar nuestra cohorte de pacientes en dos grupos: pacientes con niveles de
TMAO por encima o por debajo de 5,16 pmol/L, siendo éste el valor de la mediana en
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nuestra poblacion. De este modo, 41 pacientes presentaron niveles de TMAO por
debajo de la mediana [2,77 (2,06-3,71) umol/L] y 44 pacientes por encima [12,12
(5,75-12,74) umol/L].

Al comparar las caracteristicas de los PVVIH en funcibn de sus niveles
plasmaticos de TMAQ, aunque los pacientes con niveles mas altos de TMAQO eran
mayores que los pacientes con niveles mas bajos (tabla 4.5.), no se observaron
diferencias significativas ni en la distribucion de sexo, ni en las variables bioquimicas
relacionadas con los factores de riesgo cardiovascular. Respecto a los parametros
virales, los pacientes con niveles de TMAO mas altos tendieron a tener mas tiempo de
TAR acumulado, principalmente con IPs e ITIANs (tabla 4.5). Las concentraciones
plasmaticas de TMAO por encima de la mediana se asociaron a valores mas altos de
glucemia en ayunas, valores de HbA1C y una mayor proporcion de pacientes

diagnosticados de diabetes.

Tabla 4.5 Caracteristicas de pacientes VIH en funcién de los niveles plasmiticos de TMAO
TMAO BAJO TMAQ ALTO p
{TMAO <516 uM) (TMAO 25,16 pM)
Caracteristicas basales

Edad, afios 44 1 10 5010 0,013
Varones, n (%) 33 (80,5) 41 (93,2) 0,081
Fumador, n (%) 15 (41,7) 17 (40,5) 0,969
Hipertension, n {%) 4 (9,8) 7 (15,9} 0,398
PAS, mmHg 113+ 15 120 + 18 0,650
PAD, mmHg 7018 7310 0,159
Perfil lipidico basal

Dislipemia, n (%) 31 (75,6) 32 (72,7) 0,762
Colesterol Total, mg/dL 189 + 35 186 + 42 0,684
cHDL, mg/dL 51114 49 1+ 10 0,673
cLDL, mgfdL 112+ 34 108 + 40 0,574
Trigliceridos, mg/dL 106 (88-175) 130 (95 -197) 0,157
Perfil glucémico

Diabetes mellitus, n {%) 3(7,7) 9 (20,9} 0,080
Insulina, pU/mL 10,6 £ 13,5 14,1+ 15,2 0,983
Glucosa, mg/dL 9341123 101,65+ 21,2 0,021
Resistencia a la insulina (HOMA)*,n (%) 9 (29,0} 13 (35,1) 0,592
Hemoglobina A1lc, % 5,37 £ 0,47 5,86 + 0,88 0,010
IMC, kg/m? 242127 23,1+3,0 0,401
Sindrome metabadlico, n (%) 6 (18,2} 3(9.1) 0,475
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Tabla 4.5 Parametros relacionados con el VIH en funcién de los niveles plasméticos de TMAO

TMAO BAJO TMAO ALTO p
{TMAO <516 M) (TMAO 2 5,16 pM)

Duracidn de la infeccion VIH, afos 117 11+ 6 0,544
Tiempo de tratamiento, meses 77 (23 -135) 99 (47 — 144) 0,083
Linfocitos CD4, cel/mL 556 £ 228 543 + 219 0,789
Nadir CD4, cel/mL 265+ 132 276 £ 175 0,801
Linfocitos CD8, cel/mL 742 £ 291 877 + 389 0,076
Ratio CD4/CD8 0,81+£0,35 0,77 £ 0,68 0,801
Nadir ratio CD4/CD8 0,36 + 0,26 0,24 + 0,77 0,033
Tiempo de ftratamiento antirretroviral
acumulado

Exposicion a IP, meses 64 (32 - 116) 60 (26 - 130) 0,083

Exposicién a ITIAN, meses 110 (48 - 255) 186 (93 - 254) 0,048

Exposicién a ITINAN, meses 36 (22 - 61) 47 (24 - 91) 0,371
Coinfeccion por VHC, n (%) 13 (34,2) 11 (26,8) 0,476

PAS: presién arferial sistélica; PAD: presién arterial diastélica; IMC: indice de masa corporal; IP:
inhibidores de la Proteasa; ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa anélogos de nucledsido;
ITINAN: Inhibidores de la lranscriptasa inversa No analogos de nucletsido.

* Se define resistencia a la insulina cuando HOMA-R > 3,6

Los datos se expresan como la media + DE o fa mediana (rango intercuartilo).

4.3.1 Relacion de TMAO Y presencia de enfermedad cardiovascular.

En nuestra poblacioén, la concentracién plasmatica de TMAQO se correlaciond
positivamente con una mayor probabilidad de sufrir un evento coronario en los
siguientes 10 afios (r= 0,227; P <0,05) {ver figura 4.2). Asi, los pacientes con un
riesgo cardiovascular bajo segin el modelo de Framingham (<10%) presentaban
niveles de TMAO significativamente menores que los pacientes con riesgo intermedio
o0 alto (ver figuras 4.2 y 4.3).
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Figura 4.2. Gomrelacién de los niveles de TMAO con el RCV calculado por Framingham en PYVIH.
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Flgura 4.3. Nivales de TMAD en relaclén al Framingham {FR8) en PV¥VIH.
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Cuando estratificamos a los pacientes en funcion de sus niveles de TMAO (por
encima o por debajo de 5,16 pM)} no hubo diferencias significativas entre los grupos
respecto al GIMc (tabla 4.6). Sin embargo, la mayoria de los pacientes en los que se
identificaron placas de aterosclerosis o0 que se diagnosticaron de EVCs se
distribuyeron en el grupo de pacientes con niveles de TMAO alto (tabla 4.6).

Al analizar los pacientes con eventos cardiovasculares, el nimero de pacientes
con un evento previo fue aproximadamente el doble en el grupo de pacientes con
TMAO alto que los del grupo con niveles de TMAO bajos (tabla 4.6). Aunque estos
datos no alcanzaron significacion estadistica probablemente por el pequefio tamafio
muestral, los pacientes que habian sufrido algin evento previo tendieron a mostrar
concentraciones plasmaticas de TMAO mas altas que los que no los habian tenido
[5,6 (3,7-9,7) vs 4,6 (2,6-8,9) uM, P=0,390].

Tabla 4.6 Distribucion de la ECV en pacientes VIH en funcién de sus niveles de TMAO.

TMAO BAJO TMAO ALTO P
(TMAO < 5,16 yM) (TMAO 2 5,16 uM)
GIMc, cm 0,58 £+ 0,11 0,60 £ 0,14 0,377
Presencia de Placa, n (%) 1(2,9) 3@ 0,615
ECVs, n (%) 8(22,9) 13 (35,1) 0,252
Eventos previos, n (%) 3(7.3) 7{15,9) 0,316
Framingham score bajo, n (%) 40 (97,6) 34 (77,3) 0,005

Los datos se expresan como la media £ DE o la mediana (rango intercuartilo).
GlIMc: Grosor intima-media carotideo; ECV subclinica (ECVs): GIMc>p75 y/o presencia de placa.
Framingham score bajo: <10% de probabilidad de sufrir un evento en los siguientes 10 afios.

La proporcion de pacientes con riesgo cardiovascular bajo segin el modelo de
Framingham fue significativamente menor en el grupo con TMAO por encima de 5,16
MM (tabla 4.2).

68



4. RESULTADOS

4.3.2. Relaclén de los niveles de TMAO con parametros Inflamatorios.

No se encontré asociacibn entre los niveles de marcadores sistémicos
inflamatorios ¢ de coagulacién y los de TMAQO. Los niveles altos de TMAO no se
asociaron significativamente con mayores concentraciones de usPCR [0,24(0,06-0,50)
vs 0,11(0,08-0,22) mg/dL, P=0,107], de IL-6 [1,90 {1,90-2,45) vs 1,90 (1,90-2,76)
ng/mL, P=0,981], de sCD14 (2,0210,46 vs 1,9110,41 ng/mL, P=0,422], de dimero D
[179 (80-325) vs 176 (93-317) ng/mL, P=0,859] o de fibrindgeno [328177 vs 304169
mg/dL, P=0,211].

4.3.3. Relaclédn de TMAO v la presencla de enfermedad renal.

Los niveles de TMAQO se cormelacionaron negativamente con el filtrado
glomerular (CKD-EPI) (r=-0,243, P=0,025) y positivamente con los niveles de cistatina
C (r=0,238, P= 0,046} (ver figura 4.4 y figura 4.5).
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Figura 4.4. Relacién de los valores de TMAO con el CKD-EPI en PYVIH.

69



4. RESULTADOS

40

0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
Cistatina C

Figura 4.5. Relaclén de los valores de TMAO con la cistatina C en PVVIH.

Los pacientes con insuficiencia renal (eFG< 60 mL/min/1,73m?) presentaron
mayor tiempo de infeccién por VIH [15 {13-18) vs 11 (4-15) afios], mayor exposicién al
TAR [117 {73-148) vs 86 (33-139) meses], y menor relacién CD4/CD8 [0,62 (0,51-
0,74) vs 0,80 (0,49-0,99] que los pacientes con filtrado glomerular nomal (>90
mL/min/1,73m?).

Los niveles de TMAQ fueron mas slevados en pacientes con insuficiencia renal
que en los que tenian funcién renal normal (ver figura 4.6). Los pacientes con
insuficiencia renal eran mayores (61 £ 13 frente a 47 £ 9 afios, P <0.005), tenian
mayor GIMc (0,76 = 0,2¢ vs 0,58 = 0,11 mm, P <0,05) y mostraron niveles
plasméticos de sCD14 més elevados (2,7 + 0,7 frente a 1,9 + 0,4 ng / ml, P <0,05)
(ver figuras 4.7 y 4.8).
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Figura 4.6. Niveles de TMAO an funcién del CKD-EPI en PYVIH.
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Figura 4.7. Grosor Intima medIla en relaclén al filtrado glomerular {CKD-EPI) sn PVVIH.
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Figura 4.8 sCD14 an relacién al filtracdo glomerular (CKD-EPI) en PVVIH.

En el analisis comparativo de los parametros de la funcién renal entre los
pacientes con niveles de TMAQ por encima de 5,16 UM tendieron a tener menor
filtrado, cistatina C y creatinina, aunque dnicamente los niveles de cistatina G
mostraron diferencias significativas (tabla 4.7) que se mantuvieron tras un andlisis
multivariade (OR: -0.083, IC95%: 0,04; 0,163, P= 0,041) ({tabla 4.8).

Tabla 4.7. Distribucién de los parmeiros de funcién renal en funclén de sus niveles de TMAO.

TMAD BAJO TMAD ALTO p
{TMAD < 5,18 pM} {TMAD 2 5,16 uM}
eFG {CKD — EPI), mLiminA,73m? B,5+124 781+13,5 0,221
Clstatina &, mg/dL 0,75 £ 0,10 0,84 £ 0,20 0,024
Creatinina, mg/dL 1,06 £ 0,15 1,101 0,14 0,266
eFG< 80 mL/min/1,73 m?, n (%) 33 (80,5) a7 (84,1) 0,663

oFG: Flltrado glomerular estimado.
Los datos 38 exprasen como fa media + DE
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4.3.4. Analisis multivariado de la relacién entre los niveles de TMAO y la
enfermedad cardiovascular y renal.

Se llevé a cabo un analisis multivariado para evaluar el efecto de las
concentraciones plasmaticas de TMAO sobre la enfermedad cardiovascular y renal.
Como variables independientes se seleccionaron aquellas que en el analisis
univariado fueron estadisticamente significativas o que se consideraron clinicamente
relevantes: DM, edad, HbA1c, nadir CD4/CD8, puntuacibn en la escala de
Framingham y tratamiento antirretroviral. Dado que los valores de HbA1c estan
relacionados con la variable diabetes y en la ecuacion de Framinghan implicitamente
engloba sexo, DM, edad, el ajuste se realizd Unicamente con las variables nadir
CD4/CD8, Framingham y tratamiento antirretroviral. Se decidié no hacer el ajuste con
la variable presencia de placa de ateroma dado el pequefic tamafio muestral; 1
pacientes en el grupo TMAO < 5,16 uM y 3 en el grupo TMAO 2 5,16 uM.

Los niveles de cistatina C mostraron diferencias significativas que se
mantuvieron tras un analisis multivariado (ver tabla 4.8). No hubo ninguna otra
asociacion significativa (ver tablas 4.8 y 4.9).

Tabla 4.8 Andlisis univariado y multivariado variables resultado cuantitativas.

Univariado Multivariado
Diferencias medias P Diferencia medias entre o]
entre TMAO bajo y TMAOQ bajo y alto
alto ajustada

GIMc, cm -0,027 (-0,08 ; 0,03) 0,377 -0,015 (-0,77 ; 0,46) 0,618
CKD - EPI, mL/min/1.73m? -3,47 (-2,13 ; 9,08) 0,221 -0,424 (-6,27 ; 5,43) 0,886
Cistatina C, mg/dL -0,09 (-0,16 ; -0,01) 0,021 -0.083 (0,04 ; 0,163) 0,041
Creatinina, mg/dL -0.035 (-0,10; 0,03) 0,268 0,008 (-0,06 ; 0,075) 0,825

a, ajustados por: meses de tratamiento, Framinghan, nadir CD4-CD8
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Tabla 4.9 Anillsls univarlado y multlvarlado varlables resultado cualltativas.

Univariado Multivariado
OR IC95 p ORIC95 Exp * pF
Presencia de Placa, n (%) 3.0 {(0,3-30.3) 0.615 No aplica
ECVs,(GIMc>p75 yfo o 1.83 (0,65; 5,16) 0.252 1,154 (0,351; 3,798) 0.813
presencia de placa), n (%)
Eventos, n(%) 2.34 (0,58; 9.98) 0.316 1,105 (0,205; 5,939} 0.808
Filtrado glomerular < 90, n (%) 1.28 (0,42 ;3.92) 0,778 0,837 (0,25 ; 2,80) 0,772

B, ajustados por: meses de tratamiento, Framinghan , nadir CD4-CD8

44 Relacion de TMA vy

la presencia de enfermedad cardiovascular,

inflamacion y enfermedad renal.

El TMAO procede de la oxidacién del TMA por la accién de las enzimas

hepaticas. En este proyecto nos parecié interesante evaluar el papel que pudiera

jugar el TMA en PVVIH en la enfermedad cardiovascular y renal. Para ello, los

pacientes se clasificaron en dos grupos: pacientes con niveles de TMA por encima ¢

por debajo de 6,61 M (que correspondia con el valor de la mediana). Los resultados

estan reflejados en la tabla 4.10.
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Tahla 4.10. Caracteristicas de paclentes VIH en funclén de niveles plasméticos de TMA.

TMA BAJO TMA ALTO
(TMA < 6,61 pM) {TMA 2 6,61 uM) 1]

Caracteristicas basales
Edad, afios 46 £ 11 48+9 0,658
Varones, n (%) 34 (97,1) 29 (80,8) 0,055
Fumador, n (%) 13 (40,6) 14 (42,4) 0,329
Hipertensién, n (%) 4 (11,4) 6(186,7) 0,735
PAS, mmHg 119+ 17 117 £ 16 0,711
PAD, mmHg 7219 72+£10 0,386
Perfil lipidico
Dislipemia, n (%) 1829+ 34,4 1904 + 44,06 0,435
Colesterol Total, mg/dL 479 53+13 0,031
cHDL, mg/dL 107 £ 33 109 + 39 0,803
cLDL, mgfdL 133 (91-199) 120 {95 -187) 0,609
Trigliceridos, mg/dL 133 (91-199) 120 (85-187) 0,435
Perfil glucémico
Diabetes mellitus, n (%) 6 (18,2} 4(11,1) 0,405
Insulina, pU/mL 95164 13,8+ 17,5 0,009
Glucosa, mg/dL 96,0 +14,3 95,3 +13,3 0,546
Resistencia a la insulina (HOMA)*,n (%} 8 (26,7) 9 (33,3) 0,583
Hemoglobina A1c, % 56105 5607 0,787
IMC, kg/m? 236129 238128 0,883
Sindrome metabdlico, n (%) 4 (13,8} 2(8,0) 0,675
Parametros relaclonados con el VIH
Duracidn de la infeccién VIH, afios 1116 1M+7 0,986
Tiempo de tratamiento, meses 97 (39 - 140) 82 (32 -147) 0,644
Linfocitos CD4, cel/mL 534 £ 213 559 + 243 0,658
Nadir CD4, cel/mL 266 +150 279 +168 0,800
Linfocitos CD8, cel/mL 802 +307 847 + 399 0,594
Ratio CD4/CD8 0,7110,29 0,84 +0,73 0,330
Nadir ratio CD4/CD8 0,32 £ 0,27 0,29+0,26 0,650
Tiempo de tratamiento antirretroviral acumulado

Exposicién a IP, meses 77 (30 -127) 59 (24 - 110) 0,570

Exposicion a ITIAN, meses 179 (78 - 269) 122 (63 - 238) 0,214

Exposicion a ITINAN, meses 47 (24 - 85) 35(18-63) 0,183
Coinfeccion por VHC, n (%) 9 (26,5) 12 (35,3) 0,431

PAS: presion arterial sistolica; PAD: presion arlerial diastdlica; IMC: indice de masa corporal; IP:
inhibidores de la Proteasa; ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa anslogos de nucledsido;
ITINAN: Inhibidores de /a transcriplasa inversa No analogos de nucleésido.

* Se define resistencia a la insulina cuando HOMA-R > 3,6

Los datos se expresan como la media £ DE o la mediana (rango intercuartilo).
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4.4.1 Relacion de TMA y la presencia de enfermedad cardiovascular.

No hubo diferencias en cuanto entre los dos grupos del estudio ni en perfil

lipidico, ni en perfil glucémico, ni en la evaluacién de riesgo por Framingham ni en las

variables relacionadas con la infeccién por VIH, como se resume en la tabla 4.8.

Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto al perfil de

enfermedad cardiovascular entre los dos grupos del estudio (tabla 4.11):

Tabla 4.11 Distribucién de la ECV en pacientes VIH en funcion de sus niveles de TMA.

GIMc, cm

Presencia de Placa, n (%)
ECVs, n (%)

Eventos previos, n (%)
Framingham score bajo, n (%)

TMA BAJO TMA ALTO P
(TMA<6,61uM)  (TMA 26,61 uM)

0,60 0,12 0,59 1 0,14 0,584
2 (50) 2 (50) 1,000
12 (63,2) 7 (36,8) 0,081
5 (55,8) 4 (44,4) 0,735
29 (82,9) 33(91,7) 0,307

Los datos se expresan como la media 1 DE o la mediana (rango intercuartilo).
GIMc: Grosor intima-media carotideo; ECV subclinica (ECVs): GIMc>p75 y/o presencia de placa.
Framingham score bajo: <10% de probabilidad de sufrir un evento en los siguientes 10 afios.

4.4.2. Relacion de los niveles de TMA con parametros inflamatorios.

En la tabla 4.12 se resumen las determinaciones de los distintos biomarcadores

evaluados. Los niveles altos de TMA no se asociaron significativamente con el dimero

D, el fibrin6geno, la interleucina 6 de alta sensibilidad y |la proteina C reactiva de alta

sensibilidad.

Tabla 4.12. Distribucion parametros inflamatorios y coagulacion en pacientes VIH en funcion de

niveles de TMA.

us PCR, mg/dL
IL-6, ng/mL
sCD14,ng/mL
D-Dimero, ng/mL
Fibrinégeno, mg/dL

TMA BAJO TMA ALTO P
(TMA < 6,61 M) (TMA 2 6,61 uM)
0,14 (0,45- 0,50) 0,12(0,07 - 0,26) 0,979
1,8 (1,90 - 3,39) 1,9 (1,90 - 2,29) 0,644
1,93 0,44 1,99 10,45 0,687
183 (115- 317) 139 (74 -332) 0,616
330+ 78 308 + 70 0,295

Los datos se expresan como la media £ DE o la mediana (rango intercuartilo).
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4.4.3. Relacion de TMA y la presencia de enfermedad renal.

El grupo con TMA mas alto tenia 30 pacientes con filtrado glomerular
moderadamente disminuido (eFG < 90 ml/min/1.73 m?). No se encontraron diferencias
con respecto al TMA entre los pacientes con funcion renal normal o con funcién renal
reducida (tabla 4.13).

Tabla 4.13 Distribucién de los parametros de funcién renal en funcién de sus niveles de TMA.

TMA BAJO TMA ALTO P
(TMA < 6,61 M) (TMA 2 6,61 uM)

6FG (CKD — EPI), mL/min/1,73m? 79,0 + 13,0 79,8+ 13,0 0,794

Cistatina C, mg/dL 0,77 0,11 0,79+ 0,16 0,487

Creatinina, mg/dL 1,11+0,13 1,05+ 0,15 0,092

eFG<90 mL/min/1,73 m?, n (%) 29 (49,2) 30 (50,8) 0,957

eFG: Filtrado glomerular estimado.
Los dalos se expresan como la media £ DE

4.3.4 Analisis multivariado de la relacion entre los niveles de TMA y la
enfermedad cardiovascular y renal.

Al igual que con el TMAO se realizé un analisis multivariado evaluando el
efecto de los niveles de TMA y sobre cada una de las variables seleccionadas
[variables resultado cuantitativas (GIMc, CKD-EPI, cistatina C y creatinina) y
cualitativas (ECVs, eventos vy filtrado glomerular inferior a 90 ml/min/1.73m?)] para
evaluar el impacto sobre la presencia de enfermedad cardiovascular y renal. Se
decidid no hacer el ajuste con la presencia de placa de ateroma dad o el pequefio
tamafio muestral, 2 casos en el grupo de TMA< 6,61 uM y otros 2 en valores de
TMAQ =z 6,61 uM.

Las variables de confusibn fueron elegidas por ser estadisticamente
significativas o clinicamente relevantes en el analisis univariado: sexo, HDL y
Framingham. Dado que en la ecuacién de Framinghan implicitamente engloba sexo y
HDL, el ajuste se realizé Unicamente en base al Framinghan. En el analisis
multivariado no se observaron asociaciones significativas con ninguna variable (ver
tablas 4.14 y 4.15).
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Tabla 4.14 Analisis univariado y multivariado variables resultado cuantitativas.
Diferencias de medias ajustadas entre los dos grupos (niveles de TMAO en funcién de la mediana).

Univarlado Multlvariado
Diferencias medias P Diferencia medias entre P
entre TMA alto y bajo TMA alto y bajo
ajustada
GlIMc, cm -0,019 (- 0,088 ; 0,050) 0,584 0,002 (-0,061; 0,065) 0,949
CKD - EPI, ml/min/1.73m? | 0,807 (-5,337 ; 6,952) 0,794 -0,399(-6,24; 5,44) 0,892
Cistatina C, mg/d| 0,025 (-0,048 ; 0,100) 0,487 0.033(-0,04 ; 0,105) 0,373
Creatinina, mg/di -0,057 (-0,124 ; 0,008) 0,952 -0,051 (- 0,118 ; 0,016) 0,134

a, ajustados por: Framinghan

Tabla 4.15 Andlisis univariado y multivariado variables resultado cualitativas.
Diferencias de medias ajustadas entre los dos grupos {niveles de TMAO en funcién de la mediana)

junto a sus intervalos de confianza al 95%

Univariado Multivariado
ORIC95 p OR IC95 Exp F pF
Presencia de Placa, n (%) 0,867 (0,114; 6,593) 1,000 No aplica
ECVs,(GIMc>p75 yfo o 0,373 (0,121 - 1,148) 0,081 -0,843 (0,133; 1,392) 0.159
presencia de placa), n (%)
Eventos, n{%) 0,750 (0,184; 3,06) 0,735 0,003 (0,217; 4,640) 0.997
Filtrado glomerular<90, n{%) 1,03 (0,30 — 3,58) 0,957 0,160 (0,333;4,142) 0,803

B, ajustados por: Framinghan
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5.1 Relacién de TMA y TMAO y la presencia de enfermedad cardiovascular.

En poblacion general existe una tendencia creciente a pensar que
modificaciones en la composicidn y en la funcion de la microbiota intestinal podrian
promover a largo plazo la aparicion de enfermedad cardiovascular. El TMAO parece
que podria ser un metabolito clave en este procesoc ya que son numerosos los
estudios que apuntan hacia una correlacion positiva entre niveles de TMAQ elevados
y un mayor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares sugiriendo asi que
podria ser un posible vinculo entre la dieta, la microbiota intestinal y la enfermedad
cardiovascular (Tang, 2016).

En este estudio, se ha evaluado en PVVIH la relacién entre los metabolitos
TMA y TMAOQ y la ateroesclerosis subclinica partiendo de la hipétesis de que un perfil
cardiovascular mas desfavorable se asociaria con una disminucién de los niveles
plasmaticos de TMA y un aumento de los niveles de TMAO. En nuestra cohorte de
pacientes encontramos que niveles mas altos de TMAQO en plasma se asociaban con
un mayor riesgo evaluado por el modelo de Framingham, no sucedia lo mismo con los
niveles de TMA.

Tenemos presente que el uso de este modelo de Framingham en PVVIH es
inexacto y que subestima sistematicamente el riesgo de aterosclerosis subclinica y
por lo tanto el riesgo de enfermedad cardiovascular en casi el 20% de los casos
(Serrano-Villar, 2014). Al no disponer de muchos datos para poder comparar entre los
modelos de prediccibn de riesgo y, ademas, considerandc que los tiempos de
seguimiento son cortos, no se ha alcanzado un consenso general de cual seria el mas
conveniente para utilizar en la practica clinica diaria en la poblacién VIH (Petoumenos,
2014). Nosotros decidimos utilizar la ecuacion de Framingham por ser uno de los
modelos mas frecuentemente utilizados tanto en la practica diaria como en los
estudios de investigacion, asi como por ser uno de los modelos recomendados por el
panel de expertos de GESIDA.

Un analisis de la asociacidon entre pronéstico del riesgo y niveles de TMAO
podria indicar que los niveles elevados de TMAO pueden ser predictores de un

elevado riesgo CV, el cual puede verse influido por multiples factores, entre ellos, la
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edad ejerce un efecto muy relevante. En nuestro estudio hemos encontrado
diferencias significativas en los niveles de TMAO en funcién de la edad de los
pacientes. También hemos observado diferencias significativas entre los valores de
TMAO vy alteraciones del metabolismo hidrocarbonado. Los valores de TMAO por
encima de la mediana se asociaron a valores mas altos de glucemia en ayunas,
valores de HbA1C y una mayor proporcion de pacientes diagnosticados de diabetes.
Esta asociacién entre TMAO y diabetes ha sido descrita previamente (Tang, 2013;
Lever 2014), y sugiere el posible papel de la microbiota intestinal y sus metabolitos en
las alteraciones del metabolismo de los hidratos de carbono, el desarrollo de diabetes
y eventualmente, el incremento del riesgo cardiovascular. La baja proporcion de
pacientes con diabetes en nuestra muestra probablemente sea la causa que justifique
una débil asociacion.

En nuestra cohorte de pacientes VIH no se observé que variaciones en las
concentraciones de TMA o TMAO en plasma se asocien a mayor existencia de
ateroesclerosis subclinica. Cabria la posibilidad de que las medidas de aterosclerosis
subclinica que hemos elegido (GIMc, placas asintomaticas y ECV subclinica definida
como GIMc mayor del percentil 75 y/o presencia de placa ateroesclerética) no reflejen
procesos aterosclerdticos relacionados con TMAO, ya que diversos trabajos han
relacionado el TMAO con el transporte inverso del colesterol y la activacion
plaguetaria (Koeth, 2013; Zhu, 2016). El GIMc es un marcador surrogadc de
enfermedad cardiovascular pero posee algunas limitaciones, al tratarse de un
resultado en parte operador dependiente. Por otra parte, algunos estudios han
mostrado que los valores de GIMc no son buenos predictores del riesgo CV
(Carpenter M, 2016). La utilizacion de una variable combinada valores de GIMc y
presencia de placa, como se hizo en nuestro estudio, se considera un mejor predictor
de enfermedad CV que sélo el valor del GIM¢ (Naqvi TZ, 2014).

Sin embargo, nuestros resultados concuerdan con otros publicados en PVVIH.
Otros autores han demostrado que PVVIH presentan niveles similares de TMAO a los
controles sanos (Haissman, 2016; Miller, 2016). Estos trabajos tampoco han
proporcionado una evidencia de que las concentraciones plasmaticas de TMAO
elevadas tengan un impacto relevante sobre la carga aterosclerdtica, la ECV
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prevalente o los eventos adversos cardiovasculares (Srinivasa, 2015; Haissman,
2016; Miller, 2016).

La informacién sobre la funcién de la TMA (precursor del TMAQO) y su impacto
directo sobre la ateroesclerosis es muy limitada. Nuestro trabajo amplia la medicion
de metabolitos bacterianos al TMA, mostrando que los niveles de TMA en los
pacientes con VIH fueron mas elevados que en los controles sanos, aunque tampoco
se encontré una asociacion con los marcadores de ECV subclinica. En contraste con
nuestros resultados, el grupo de Srinivasa et al si observaron una asociacion
significativa de los niveles de TMA con la presencia de placa calcificada coronaria
pero no encontraron asociacién con los niveles de TMAO. En los PVVIH los niveles
TMA se asociaron con el nidmero de placas calcificadas, puntuacion de calcio,
volumen y masa de placa y LPS. Aunque desconocemos con exactitud las razones a
las que esto es debido, creemos que la razén fundamental son las diferencias en las
caracteristicas de los pacientes analizados por ejemplo en el estudio de Srinivasa et
al se excluyeron pacientes con enfermedad cardiaca y renal conocida y algunos
pacientes tenian carga viral detectable (Srinivasa, 2015).

Aunque el vinculo no esta bien establecido, existe la posibilidad de que el TAR
pudiera interferir en el metabolismo del TMAO, posiblemente induciendo a la accion
de las enzimas FMO1 y FMO3 que son las dos principales enzimas hepéticas que
catalizan de manera eficiente la formacion de TMA lo que resultaria en una
modificacién de la conversion de TMA a TMAO (Missailidis, 2018). Al iniciar el TAR se
producen cambios muy relevantes, como son la supresion de la replicacion viral y la
atenuacion de la activacién inmune, que a su vez podrian ser también la causa de los
cambios observados en la produccién y el metabolismo de TMAQO. En nuestro estudio,
los pacientes con mas tiempo de tratamiento con ITIAN (principalmente tenofovir
disoproxil fumarato) mostraron mayores niveles plasmaticos de TMAQ, aunque no de
TMA. Sin embargo, no se encontré asociacion entre las concentraciones de TMA y
TMAO y el uso de IP ni con ITINAN. En este mismo sentido, el grupo de Haissman, en
un estudio de casos y controles, demostré una asociacion entre los niveles de TMAO
elevados y el inicio del TAR, especialmente en el tratamiento con IP (Haissman,
2016). Por ofra parte, en el estudio de Srinivisa et al, mas de la mitad de los pacientes
con VIH habian recibido un régimen basado en IP, lo que podria originar la inhibicién
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de la actividad de enzimas que metabolizan farmacos hepaticos. Dentro de los IP, el
uso de atazanavir podria afectar al metabolismo biliar. Estos autores tampoco
observaron asociacion entre niveles de TMA y el uso de IP, pero si demostraron una
asociacion de TMA con el uso de ITINAN. Adicionalmente realizaron un analisis para
evaluar la posible contribucion de efavirenz, del que es conocido que afecta las
enzimas hepaticas. Aunque el uso de efavirenz se asocié a mayores niveles de TMA,
la relacibn de éste con las caracteristicas de la placa coronaria persistit
independientemente del uso del farmaco (Srinivisa, 2015). Es posible que el tipo de
farmaco usado por los pacientes y la duracion de este pudiera ejercer alguna
influencia en la conversion de TMA a TMAO. Con los datos de nuestro estudio no es
posible contestar con precision a esta pregunta.

Missailidis et al evaluaron los niveles plasmaticos de TMAO en PVVIH antes y
después de iniciar TAR, asi como en pacientes con TAR efectivo a largo plazo.
Aunque los niveles de TMAO se correlacionaron positivamente con el tiempo en
tratamiento, se mantuvieron similares a los de controles sanos y no se vieron
afectados significativamente por el régimen utilizado, el estado inmune o el grado de
inflamacién sistémica. En PVVIH bien controlados en TAR a largo plazo, los niveles
de TMAO tampoco se asociaron a mayor riesgo cardiovascular (Missailidis, 2018).

Existen otros parametros relacionados con la infeccion por VIH que se han
asociado con el desarrollo y progresién de la aterosclerosis. Por ejemplo, la relacién
CD4/CD8 <0,8 se ha considerado un marcador de activacién inmune y aparece como
predictor de mortalidad por causas no ascciadas al SIDA (Menozzi, 2014). En nuestro
analisis la asociacion de TMAO y TMA con el ratio CD4/CD8 no fue significativa,
aunque hay que tener presente que nuestros pacientes VIH tenian un buen control
inmunolégico.

Las concentraciones de TMAO en la sangre estan afectadas por diversos
factores como son la dieta, la composicién y la actividad de la microbiota intestinal, la
permeabilidad de la barrera intestinal, la actividad de las enzimas hepaticas y la tasa
de excrecidon de metilaminas (ver figura 5.1) (Nowinski, 2018). En este sentido,
diversos estudios han mostrado diferencias en la composicién del microbioma
intestinal de PVVIH en relacién a sujetos no infectados, aunque con resultados muy
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heterogéneos debido al tipo de pacientes estudiados (tratados versus no tratados),
tipos de muestreo utilizados (esponja rectal, hisopo de heces, heces, biopsia tisular) y
el nivel de clasificacién bacteriana examinado (Brenchley, 2016). Ademas, en PVVIH
podrian influir también otros factores como los afios de infeccion por VIH, estado
inflamatorio o el uso de drogas.

Niveles
de TMAO

Figura 5.1 Posibles factores que pueden influir en los niveles plasmaticos de TMAO.

5.2 Relacion de los niveles de TMA y TMAQO con parametros inflamatorios.

La inflamacién es un posible vinculo entre TMAO y la enfermedad
cardiovascular. La aterosclerosis es un proceso predominantemente inflamatorio en el
que esta especialmente involucrado el sistema inmunolégico por lo que hay un gran
numero de marcadores inflamatorios e inmunolégicos que han sido propuestos como
marcadores prondsticos, tanto en los sindromes coronarios agudos como en la
enfermedad coronaria estable.

A pesar de la supresion viral y la estabilidad inmunolégica, los biomarcadores
de inflamacion y coagulacion permanecen elevados en un namero significativo de

pacientes con VIH y se asocian con puntuaciones mas altas en los indices de
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estratificacion de riesgo {(Mooney, 2015). En el estudio SMART, marcadores inmunes
inespecificos, IL-6, usPCR y dimero D, se asociaron con mayor riesgo de ECV,
independientemente de otros factores de riesgo (Duprez, 2012). Tanto la IL-6 como el
dimero D se han relacionado con la mortalidad por cualquier causa. El sCD14 es un
marcador de la activacion de monocitos y macréfagos, niveles mas elevados se
correlacionan con la aterosclerosis subclinica (McKibben, 2014) y la progresion de la
misma segun el incremento del GIMc (Kelesidis, 2012).

En nuestro analisis se evalué el estado de la inflamacion, la coagulacion y
activacién de monocitos mediante la IL-8, usPCR, el dimero D, fibrinégeno y sCD14.
No hemos encontrado asociacion entre ninguno de estos biomarcadores y los niveles
de TMAO. Esto invita a pensar que la elevacion de los niveles de TMAQO observada en
pacientes con infeccion VIH en comparacién con sujetos sanos, no posee una base
inflamatoria. Cabe la posibilidad de que los niveles plasmaticos de los biomarcadores
estudiados no sean suficientemente sensibles; muchos de los pacientes estudiados
presentaban valores normales. Nuestra cohorte de pacientes esta especialmente bien
controlada, con valores de linfocitos CD4 elevada y cociente CD4/CD8 alto, lo que se
suele asociar a menor traslocacién bacteria e inflamacién sistémica. Esta falta de
asociacion entre biomarcadores inflamatorios ha sido observada también en otros
estudios. Nuestros resultados son consistentes con los obtenidos en estudios
recientes realizados en individuos no VIH donde tampoco se encontraron
correlaciones entre usPCR y TMAO (Kuhn, 2017; Rohrmann, 2016).

Se ha identificado microbiota que especificamente se relaciona con aumentos
en marcadores de translocacién microbiana e inflamacion sistémica de pacientes VIH
en regimenes de TAR (Dihn, 2015; Mutlu, 2014). Las alteraciones en la regulacidén de
las células T asociadas al intestino en el VIH pueden dafiar la barrera de la mucosa y
favorecer la translocacién bacteriana en el intestino con la posterior elevacion de las
endotoxinas bacterianas sistémicas, incluido el LPS. De hecho, el aumento de los
niveles de LPS se ha asociado con la enfermedad aterosclerética en pacientes VIH
(Pedersen, 2013; Kelesidis, 2012). Existe evidencia de que las alteraciones en la
microbiota intestinal pueden estar relacionadas con la enfermedad cardiometabdlica,
la inflamacion y la aterosclerosis. En la cohorte de Srinivasa et al, los niveles de LPS
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aumentaron y se asociaron positivamente con la TMA sérica (r = 0,19, p = 0,03),
mientras que no encontraron asociacién significativa con IL-6 y usPCR.

Missailidis et al no encontraron correlacion entre los niveles de TMAO vy los
niveles de sCD14, LPS y dimero D. Shan et al observaron que el TMAO se
correlacioné modestamente con los niveles sCD14 y sCD163 séricos pero no con la
IL6 ni con la usPCR. Haissman et al estudiaron a PVVIH: 50 individuos no tratados y
50 con TAR y no encontraron asociaciones entre el TMAO y la funcién plaquetaria. El
TMAO se asocio de forma independiente con sCD14 en los pacientes que no recibian
tratamiento pero no se relacion6 en pacientes tratados. No encontraron asociaciones
entre TMAO y LPS o usPCR (Haissman, 2017).

En nuestro estudio noc hemos cuantificado otros marcadores adicionales de
activacion inmune independientes de la translocacién microbiana, como el LPS, ni
hemos analizado la composicion de la microbiota intestinal, lo que habria facilitado el
analisis de efectos especificos producidos por la activacion inmune en contraposicion
a los producidos por los efectos de la translocacién microbiana y los niveles de
TMAO.

5.3 Relacién de TMA y TMAO y la presencia de enfermedad renal.

Los pacientes con enfermedad renal cronica tienen un mayor riesgo de
desarrollar enfermedad cardiovascular mas allda de los factores de riesgo
tradicionales. Estudios recientes han sugerido la participacion de la microbiota
intestinal en la generacion de metabolitos que muestran toxicidad urémica (Mafra,
2014). Niveles elevados se han relacionado con pacientes con una funcién renal
alterada y también hay datos que apuntan a que puede estar relacionado con un
aumento del riesgo CV en pacientes con enfermedad renal cronica (Bain,2006; Tang,
2015; Missalilidis, 2016; Stubbs, 2016; Mafune, 2016).

En experimentos realizados tanto en animales como en personas sobre el
aclaramiento renal de TMA y TMAO se ha confirmado que los rifiones son la via
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primaria de eliminacion, con proporciones variables de los metabolitos TMA y TMAO
en funcion de la cantidad (Zeisel, 1989;Al-Waiz, 1987).

Nuestra cohorte mayoritariamente no presentaba alteracion de la funcién renal,
con concentraciones séricas de creatinina y de cistatina C medias, normales. En
nuestra poblacién, la cistatina C y el CKD-EPI se correlacionaron significativamente
con las concentraciones plasmaticas de TMAQ, aunque no con TMA. En el resto de
marcadores no se hallé ninguna correlaciéon con los niveles plasmaticos de TMAO y
TMA. Considerando que se han encontrado valores de TMAO incrementados en
pacientes con enfermedad renal crénica, seria razonable suponer que TMAQ puede
actuar como una toxina urémica derivada del intestino, hipotéticamante contribuyendo
asi a la inflamaciéon sistémica y a la ECV. En modelos experimentales se ha
demostrado que la administraccion de colina 0 TMAO a través de la dieta induce el
desarrollo de fibrosis tubulointersticial y elevacién de los niveles de cistatina C (Tang,
2015).

Los pacientes analizados en nuestro estudio tenian una buena funcion renal,
seguramente por la juventud de la cohorte. Estudios previos han demostrado que los
niveles elevados de TMAOQ aceleraron la disminucién de la funcion renal y el aumento
del riesgo cardiovascular en una poblacion de pacientes con una tasa de filtrado
glomerular eFG <60 mL/min/1,73 m? (Tang, 2015). En el estudio de Stubbs et al. se
observaron concentraciones incrementadas de TMAO solo en pacientes con
enfermedad renal avanzada (Stubbs, 2016).

En nuestros resultados se observd que los pacientes con mas tiempo de
tratamiento con ITIAN (principalmente tenofovir disoproxil fumarato) mostraron
mayores niveles plasmaticos de TMAO, aunque no de TMA. El tenofovir disoproxil
fumarato (TDF) es uno de los farmacos antirretrovirales que ejerce mayor impacto en
la salud renal y su uso prolongado de se ha correlacionadc con la reduccién de la
funcién renal a corto plazo. El TDF ademéas de estar asociado con la disfuncién
tubular proximal también se asocia a una disminucion del aclaramiento de creatinina
o eFG (Palella, 2018). En la cohorte estadounidense de veteranos, el riesgo
desarrollar un eFG por debajo de 60 ml/min/1,73m? tomando una pauta que contenga
TDF fue estadisticamente significativo en todos los subgrupos de pacientes
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analizados exceptuando los pacientes que tenian una ERC previa o los pacientes
diabéticos (condiciones fuertemente determinantes para desarrollar un eFG bajo). En
los 10.841 veteranos estudiados cada afioc de exposicion al TDF se asocié con un
34% mas de riesgo de proteinuria, un 33% mas de riesgo de ERC y un 11% mas de
rapido deterioro de la funcion renal (Scherzer, 2012). Por tanto debemos tener
presente que el uso prolongado de TDF es un factor a tener en consideracién dado
que el TMAO se elimina via renal, seguramente una mayor exposicién a TDF esta
contribuyendo a una peor funcién renal y consecuentemente a un aumento de Ios
niveles de TMAO.

En nuestro estudio, la funciébn renal moderadamente alterada se asocié a
niveles plasmaticos significativamente mas altos de TMAO pero no se asocié a los
niveles de TMA. Solo el 5,9% de los pacientes presentaron un deterioro de la funcién
renal (éFG<60 mL/min/1,73 m?). Las concentraciones plasmaticas de TMAO fueron
mas elevadas en los pacientes que presentaron deterioro de la funcion renal frente a
los que no la tenian. Los pacientes con funcién renal reducida eran mayores, tenian
un mayor grado de aterosclerosis subclinica, presentaron mayor tiempo de infeccion
por VIH, mayor exposicién al TAR, y menor ratio CD4/CD8. Nuestros resultados
hacen pensar que el TMAO también podria ser un marcador de disfuncion renal
incipiente. De esta forma, en pacientes con funcién renal moderadamente reducida, el
TMAOQO podria ser un marcador de riesgo cardiovascular en pacientes con infeccion
VIH. No es posible con nuestros datos encontrar una claro nexo patogénico mediade
por TMA/TMAQO entre dafio renal, enfermedad cardiovascular e infeccion VIH. Cabe la
posibilidad que los metabolitos de la microbiota TMA/TMAO sean un factor mas que
contribuya a esta asociacion, si bien por nuestros datos se podria deducir que su
influencia es quiza poco relevante.

Los pacientes con funciéon renal reducida eran mayores, mostraron mayor
grosor intima media y niveles plasmaticos de sCD14 mas elevados. El sCD14 es
segregado a partir de monocitos activados por lo que podria ser utii como un
marcador tanto de activacion de monocitos como de translocacion microbiana. Los
datos generados sugieren que la translocacion microbiana se acompafia de
alteraciones en la composicion de la microbiota gastrointestinal (Lozupone, 2014
Dinh, 2015; Mutlu, 2014; Nowak, 2015). La asociacién entre sCD14 y TMAQO podria
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implicar que la composicion de la microbiota intestinal junto a la translocacién
microbiana pudiera provocar un fenotipo que produzca niveles de TMAO mas
elevados.

Nuestro estudio proporciona resultados mostrando una relacion inversa del
TMAO con eFG en el subgrupo de pacientes VIH con funcién renal moderadamente
alterada.

5.4 Fortalezas y limitaciones del estudio.

Entre las fortalezas de este estudio se incluyen el tratarse de un estudio
detallado de multiples factores en una cohorte extensa, bien caracterizada
clinicamente. Esto amplia la limitada informacion de los efectos de las
concentraciones de TMA y TMAO sobre la enfermedad cardiovascular y la funcion
renal en una cohorte de pacientes VIH bien caracterizada. Hay muy pocos datos
publicados sobre la funcién e impacto directo de la TMA sobre la aterosclerosis, (sin

considerar su papel central como precursor del TMAO).

También como fortaleza, resaltar el desarrollo de protocolos especificos
adaptados a la tecnologia disponible para la medicion de TMAO y TMA (LC-MS y GC-
MS). De la misma forma, el preciso fenotipo de riesgo cardiovascular {estudio
vascular que incluye determinacion de GIMc y blsqueda de placas de ateroma)
aporta una informacién valiosa sobre la asociacion entre TMA/TMAO y riesgo

cardiovascular.

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones, principalmente por su disefio
transversal y su tamafio muestral. Otra posible limitacion es que no contamos con
informaciéon sobre la ingesta dietética de colina en los dias previos a la toma de
muestra lo que podria influir directamente en los niveles plasmaticos de TMA y TMAO.
Aunque en nuestro estudio los niveles de TMA y TMAO se midieron en ayunas, el
grupo de Tang et al. informé que el TMAO plasmatico aumenta durante
aproximadamente 8 horas después de consumir la yema de huevo y el grupo de Miller
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et al evidencio una fuerte relacidon dosis-respuesta entre el consumo de huevo y el
TMAO plasmatico (Miller, 2014).

En nuestro estudio no dispusimos de informacion relativa a la toma de
antibidticos y existe evidencia de que su uso en el mes previo puede afectar a las
concentraciones plasmaticas de TMAO {Tang, 2013).

Nuestros resultados solo pueden atribuirse a una poblacidén joven compuesta
basicamente por hombres (mas del 87%). Seria muy interesante disponer de
resultados procedentes de cohortes formadas por mas mujeres y por pacientes de
mayor edad que presentaran un riesgo cardiovascular mas elevado, asi como con

otras caracteristicas sociodemograficas.

En conclusién, nuestros resultados demuestran que tanto TMAO como TMA
parecen tener un valor limitado como biomarcadores de enfermedad cardiovascular.
Sin embargo el TMAO si podria jugar un papel como marcador del deterioro de la
funcién renal en pacientes con VIH. Estudios adicionales, prospectivos, multicentricos
mayor tamafio muestral y mayor tiempo de seguimiento serviran para explorar la
incorporacion de estos biomarcadores a las estrategias de prediccion del riesgo en la
practica clinica diaria.

91






6. CONCLUSIONES







6. CONCLUSIONES

6.1

Conclusiones.

En este estudio se analiz6 la relacion entre los niveles de TMAO y TMA con el

riesgo cardiovascular y la funcién renal en nuestra cohorte de pacientes con infeccién

VIH. Los resultados obtenidos nos permiten extraer las siguientes conclusiones:

1.

Los niveles de TMAO y TMA no se correlacionan ni con parametros virolégicos, ni

inmunolégicos.

Los niveles de TMAO, pero no los de TMA mostraron significacién estadistica con
el uso de inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nuclegsido. No se
encontré asociacion entre las concentraciones de TMAO y TMA con el uso de
inhibidores de la proteasa ni con inhibidores de la transcriptasa inversa no
analogos de nucleésido.

Niveles altos de TMAQ, no de TMA, se correlacionaban positivamente con el
riesgo cardiovascular calculado por la ecuacion de Framingham.

No se observd que variaciones en las concentraciones de TMAO o TMA en
plasma se asocien a mayor existencia de ateroesclerosis subclinica evaluada

como GIMc, presencia placa o ECV subclinica.

Nuestros datos indican que los niveles plasmaticos de TMAO no contribuyen
significativamente en el riesgo de enfermedad aterosclerética temprana entre

adultos VIH de mediana edad.

En nuestro analisis se evalué la inflamacién, la coagulacién y activacién de
monocitos con IL-6, usPCR, el dimero D, fibrinbgeno y sCD14 pero no se hallé
ninguna correlaciéon con los niveles plasmaticos de TMAO y TMA.

Los niveles de TMAO se correlacionaron negativamente con el filtrado glomerular
(CKD-EPI) y positivamente con los niveles de cistatina C.

La funcién renal alterada se asocio a niveles plasmaticos significativamente mas
altos de TMAOQ pero no al TMA.
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Aunque no podemos excluir la posibilidad de que las concentraciones de
TMAO y TMA puedan contribuir al desarrollo de enfermedad cardiovascular y
deterioro de la funcién renal en PVVIH, nuestros datos no respaldan esta hipoétesis.
Sin embargo el TMAO si podria jugar un papel en la monitorizacion del deterioro de la
funcién renal en PVVIH. Estudios adicionales, prospectivos, multicentricos, de mayor
tamafio muestral y mayor tiempo de seguimiento serviran para explorar la
incorporacion de estos biomarcadores a las estrategias de prediccion del riesgo en la
practica clinica diaria.
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71 Resumen

Estudio de la relacion de los metabolitos bacterianos Trimetilamina N-oxido y
Trimetilamina con la enfermedad cardiovascular y la funcion renal en pacientes
infectados por VIH.

7.1.1 Introduccion

Los avances en la terapia antirretroviral para el tratamiento de la infecciéon por
VIH han supuesto un antes y un después en el manejo clinico y la calidad de vida de
los pacientes, consiguiendo prolongadas supervivencias libres de enfermedad en la
mayor parte de los pacientes que viven con VIH (PVVIH) (Duprez, 2009). Actualmente
la enfermedad cardiovascular (ECV) es una de las principales causas de mortalidad
en PVVIH presentando mayor riesgo que la poblacién general. Los factores de riesgo
tradicionales son responsables de una parte importante pero no son los Unicos,
también lo son la inflamacion cronica causada por el VIH, la inmunodeficiencia y la

posible accion directa de ciertos antirretrovirales (GEAM, 2014).

Es conocido que algunos metabolitos generados por la microbiota intestinal son
proaterogénicos y que en PVVIH, incluyendo a los que controlan la replicacion viral
con TAR, la microbiota intestinal es muy distinta de la poblaciéon no infectada. La
disbiosis constante puede producir un impacto en la actividad inmunoldgica del
intestino originando la difusion de bacterias e inflamacién sistémica (Ufnal, 2015).

Los metabolitos de la fosfatidilcolina en la dieta son esenciales para ciertas
funciones biolégicas pero también parece que poseen cierto potencial aterogénico.
La fosfatidilcolina dietética es una fuente importante de colina, que se metaboliza por
la microbiota intestinal a trimetilamina {TMA). En el higado, la TMA se oxida a
trimetilamina-N-6xido (TMAO) (Tang, 2014; Ufnal, 2015).

La evidencia generada en poblacién no VIH durante los ultimos afios sugiere
que concentraciones plasmaticas de TMAO elevadas podrian tener un papel como un
nuevo marcador de un mayor riesgo cardiovascular. Estudios clinicos apuntan hacia
una correlacion positiva entre elevados niveles plasmaticos de TMAO, no con el TMA,
y un aumento del riesgo cardiovascular, independientemente de los factores de riesgo

tradicionales. Una baja tasa de filtrado glomerular junto a otros factores de riesgo,
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como son la hipertension y la diabetes mellitus, fueron habituales en el cuartil superior
de niveles plasmaticos de TMAO. (Tang, 2014; Ufnal, 2015).

Los niveles de TMAO también se han relacionado con enfermedades renales.
Concentraciones elevadas de TMAO se han asociado con una disminucion de la
funcién renal en pacientes con ERC normalizandose tras el trasplante renal. Los
niveles de TMAO correlacionaron un aumento de la inflamacién sistémica y fueron un

predictor independiente de la mortalidad en pacientes con ERC 3-5 (Missailidis, 2016).

7.1.2 Hipétesis y objetivos

La hipétesis de nuestro estudio es que los niveles de TMAO y de TMA se
relacionan con el riesgo cardiovascular y con el deterioro de la funcién renal en
PVVIH. Se pretende evaluar la relacion entre los niveles de TMAO y TMA con
parametros inmunologicos y virologicos relativos a la infeccion por VIH, exposicion al
tratamiento antirretroviral, factores de riesgo de ECV tradicionales y parametros
inflamatorios y de coagulacién. También estudiar si existe una asociacién entre los
niveles de TMAO y TMA y la presencia de ECV analizada mediante marcadores
surrogados como son el grosor de la intima media carotidea (GIMc), la presencia de
placa y la enfermedad cardiovascular subclinica (ECVs) asi como con la funcién renal
a través de la asociacién con el filtrado glomerular estimado (eFG) por CKD-EPI.

7.1.3 Resultados

Los niveles de TMAO y TMA no se correlacionaron con parametros
inmunolégicos y virologicos relativos a la infeccion por VIH (CD4, CD8, ARN VIH-1 y
ratio CD4/CD8), exposicion al tratamiento antirretroviral, y factores de riesgo de ECV
tradicionales. Destacar que niveles altos de TMAO, no de TMA, correlacionaron
positivamente con el RCV calculado por Framingham (P <0.037 y r=0,227).

No se observé que variaciones en las concentraciones plasmaticas de TMA o
TMAO se asociaran a una mayor existencia de ateroesclerosis subclinica evaluada
como GIMc, presencia de placa o ECV subclinica (GIMc mayor del percentil 75 y/o
presencia de placa ateroesclerética).
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En relacion a la funcion renal, los niveles de TMAO se asociaron
significativamente con la cistatina C. La funcién renal moderadamente alterada (eFG
<60 ml/min/1,73m?) se asoci6 a niveles plasmaticos mas altos de TMAO pero no se
asocio a los niveles de TMA. Los pacientes con funcién renal reducida eran mayores,
tenian la ACS incrementada, presentaron mayor tiempo de infeccion por VIH, mayor
exposicién al TAR menor ratio CD4/CD8 y mostraron niveles plasmaticos de sCD14
mas elevados.

7.1.4 Conclusiones

Nuestros datos no respaldan la hipétesis de que las concentraciones de TMAO
y TMA puedan contribuir al desarrollo de ECV en PVVIH. Sin embargo valores
elevados de TMAO, pero no de TMA, podrian ser un biomarcador de deterioro de la
funcién renal en PVVIH. Estudios adicionales, prospectivos, multicentricos, con mayor
tamafio muestral, mayor tiempo de seguimiento serviran para explorar la
incorporacion de estos biomarcadores a las estrategias de prediccion del riesgo en la
practica clinica diaria.
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7.2 Summary

Study of the relationship of bacterial metabolites Trimethylamine N-oxide and
Trimethylamine levels with cardiovascular disease and renal function in HIV-
infected patients.

7.2.1 Introduction

The advances in antiretroviral therapy for HIV infection have been a before and
after in the clinical management and quality of life of HIV patients, achieving prolonged
disease-free survival {Duprez , 2009).

Currently, cardiovascular disease (CD) is one of the main causes of mortality in
PLHIV, presenting a higher risk than general population. The traditional risk factors are
responsible for a relevant part but are not the only ones, also are the chronic
inflammation caused by HIV, immunodeficiency and the possible direct action of
certain antiretroviral drugs (GEAM, 2014).

It is known that some metabolites generated by the intestinal microbiota are
proatherogenic and that in PLHIV the intestinal microbiota is very different from the
non-infected population, including those patients well controlled with TAR. Continuous
dysbiosis can produce an impact on the immunological activity of the intestine, causing
bacterial diffusion and systemic inflammation (Ufnal, 2015).

Metabolites of diet phosphatidylcholine are essential for certain biological
functions but also appear to have certain atherogenic activity. Dietary
phosphatidylcholine is an important source of choline, which is metabolized by
intestinal microbiota to trimethylamine (TMA). In the liver, the TMA is oxidized to
trimethylamine-N-oxide (TMAOQO) (Tang, 2014; Ufnal, 2015).

The evidence generated in the non-HIV population during the last years
suggests that high plasma concentration of TMAO may have a role as a new marker of
increased cardiovascular risk. Clinical trials indicate a positive correlation between
elevated plasma TMAQ levels, not TMA, and increased cardiovascular risk, regardless
of traditional risk factors. A low glomerular filiration rate together with other risk
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factors, such as hypertension and diabetes mellitus, were common in the highest
quartile of plasma TMAO levels (Tang, 2014, Ufnal, 2015).

Variations in TMAO levels have also been related to kidney disease. Elevated
TMAQO levels were strongly associated with decrease of renal function in CKD and
were normalize after renal transplantation. TMAQ levels correlates with increased
systemic inflammation and is an independent predictor of mortality in CKD 3-5 patients
(Missailidis, 2016).

7.2.2 Hypotheses and objectives

In this study we have hypothesized that plasma levels of TMAO and TMA could
be related to cardiovascular risk and to renal function deterioration in a cohort of
patients with HIV infection. We evaluated the relationship between TMAO and TMA
levels with immunological and virological parameters related to HIV infection, with
antiretroviral treatment exposure, with traditional CVD risk factors and with
inflammatory and coagulation parameters. Also we assess the association between
the levels of TMAO and TMA with the presence of cardiovascular disease analyzed by
surrogate markers of cardiovascular disease such as the thickness of the intima media
carotidea (cIMT), the presence of plaque and subclinical cardiovascular disease as
well as with renal function through association with glomerular filtration estimated by
CKD-EPI equation.

7.2.3 Results

The TMAO and TMA levels did not correlate with immunological and virological
parameters related to HIV infection (CD4, CD8, HIV-1 RNA and CD4 /CD8 ratio), with
exposure to antiretroviral treatment, or with traditional CVD risk factors. Note that high
levels of TMAO, not TMA, correlated positively with the cardiovascular risk scored by
Framingham (P <0.037 and r = 0.227).

In our cohort, we have not found an association between plasma concentrations
of TMAO or TMA with the presence of subclinical atherosclerosis evaluated as cIMT,
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presence of plaque or subclinical CVD (¢cIMT higher than the 75th percentile and / or
evidence of atherosclerotic plaque).

In regards to renal function, higher TMAQO levels were significantly associated to
cystatin C concentrations. Moderately impaired renal function (eGFR <60
mi/min/1.73m?) was associated with significantly higher plasma TMAO levels but was
not associated with TMA levels. Patients with reduced renal function were older, had
more frequently subclinical atherosclerosis, presented longer time of HIV infection, had
longer ART exposure, lower CD4 / CD8 ratio, and had higher plasma levels of sCD14
(p <0.05).

7.24 Conclusions

Our data do not support the hypothesis that TMAO and TMA concentrations
may contribute significantly to the development of cardiovascular disease in PLHIV.
However, TMAOQO, but not TMA, seems to be a marker of renal function deterioration in
PLHIV. Additional, prospective, multicenter studies, sample size and longer follow-up
period will serve to explore the incorporation of these biomarkers into risk prediction
strategies in the daily clinical practice.
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9.1 Consentimiento informado.

ESTUDIO “VALORACION DEL RIESGO CARDIOVASCULAR SUBCLINICO EN
PACIENTES CON INFECCION POR VIH MEDIANTE PRUEBAS NO INVASIVAS:
GROSOR INTIMA-MEDIA CAROTIDEO, MODELO SCORE Y USO DE
BIOMARCADORES SERICOS”.

DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO.

Se le ofrece participar en un estudio para analizar con detalle el riesgo que sufre de
padecer enfermedad cardiovascular, como infarto de miocardio o accidente

cerebrovascular.

Algunos datos sobre su enfermedad

Desde 1996, la utilizaciéon de introduccion de tratamientos de alta eficacia para el virus
VIH (TAR) ha supuesto un cambio fundamental en la evolucién de su enfermedad. En
los pacientes que siguen el tratamiento correctamente, actualmente se puede
considerar una enfermedad crénica. Esto supone que la mortalidad relacionada con la
enfermedad ha disminuido mucho. Pero a la vez, estan apareciendo algunos efectos
adversos debido a estas medicinas y la duracién prolongada de la enfermedad y de la
infeccion cronica. Entre los efectos adversos mas importantes destaca el incremento
de sufrir enfermedad cardiovascular. Identificar a los pacientes que sufren mayor
riesgo de presentar infartos de miocardio o enfermedad cerebrovascular es importante

para poder prevenir su aparicion con el paso del tiempo.

L Coémo conocer quién presenta riesgo de padecer enfermedad cardiovascular?

La manera mas fiable de averiguar quién tiene mas posibilidades de desarrollar una
enfermedad cardiovascular es mediante técnicas invasivas y costosas, a menudo no
exentas de riesgos para el paciente que se somete a ellas. Por ello se han
desarrollado diferentes métodos no-invasivos, como el estudio del grosor de la arteria
carotida del cuello mediante ecografia, asi como el uso de ecuaciones matematicas y

la determinacion de biomarcadores en sangre. Sin embargo, todavia no se conoce
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bien si estos meéetodos, que han demostrado ser utiles en la poblacion general, son
también aplicables a los pacientes con infeccién por el virus VIH.

&4 Qué son los biomarcadores?
Son moléculas sintetizadas por nuestro organismo cuyos niveles aumentan en las

personas con mas riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular.

¢ Cual es el propdsito del estudio?

Pretendemos averiguar si el uso de una ecuacion matematica (modelo SCORE), que
tiene en cuenta diferentes datos (edad, sexo, consumo de tabaco, presion arterial y
niveles de colesterol), asi como la determinacién de biomarcadores en sangre puede
ayudarnos a conocer su riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular en el futuro.

¢En qué consiste el estudio?
Si decide participar, el médico le realizara una historia clinica y una exploracién fisica.
Se hara un analisis de sangre y orina coincidiendo con la proxima analitica para
determinar distintos biomarcadores. Ademas, se medird mediante ecografia del cuello
el grosor de la arteria carétida.

JTengo necesariamente que participar?

Usted es libre. Puede decidir participar o no. Si decide participar y en cualquier
momento cambia de opinién por cualquier motivo, podra decirselo al personal
investigador. Tiene derecho a retirarse del estudio. Su decisién de participar o no, 0
su decision de interrumpir su participacion no influira en la relacion con su médico ni

en la calidad de la atencion sanitaria que recibe ahora y en el futuro.

LCudles son los posibles beneficios de mi participacién?

La informacion que se obtenga del estudio y las conclusiones pueden aumentar el
conocimiento que tenemos sobre las complicaciones de su enfermedad y tratamiento.
En un futuro tanto usted como otras personas con su misma enfermedad, podrian
beneficiarse de ello Los resultados del estudio no necesariamente pueden ofrecerle
un beneficio practico
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¢éExiste alguna contraindicacion para la participacion en el estudio?

No pueden participar los pacientes que tengan enfermedad cardiovascular conocida:
antecedentes de ictus, infarto de miocardio, enfermedad renovascular de origen
aterosclerético, claudicacion intermitente

¢ Se respetara la confidencialidad de mi participacion en el estudio?

Durante este estudio, se recogeran datos de usted. Estos datos se manejaran de
acuerdo con la Ley Organica de proteccion de datos de caracter personal 15/1999.
Toda la informacién sobre usted, relacionada con este estudio, se tratara con la mas
estricta confidencialidad. Solo la conoceran su médico y los responsables del estudio.

Solo se utilizaran para la evaluacion cientifica del estudio.

Contactos para obtener mas informacion:

En caso de que tenga alguna duda relativa al estudio, consulte a su médico.

Formulario de consentimiento informado

Yo, (nombre y apellidos)........ccccicrimimreriinraniinasansasannees

He leido la hoja de informaciéon sobre el estudio “Valoracion del riesgo
cardiovascular subclinico en pacientes con infeccién por VIH mediante pruebas
no invasivas: grosor intimamedia carotideo, modelo SCORE y uso de
biomarcadores séricos”

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio

He hablado con el doctor: .......coiviiiiniiiiiinnnnn. y he recibido respuestas
satisfactorias a mis preguntas.

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
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Comprendo que puedo retirarme del estudio:
e Cuando quiera
» Sin tener que dar explicaciones

e Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

También he sido informado de forma clara, precisa y suficiente de que los datos seran
tratados con respeto a mi intimidad y a la normativa vigente de proteccién de datos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio. Recibiré una copia
firmada de esta hoja de informacién al paciente y consentimiento informado.

Firma del paciente: Fecha:

Firma del investigador: Fecha:
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9.2 Abstract.

Se adjunta abstract de resultados enviado al congreso: EACS, 16th European
AlIDS Conference, Milan, ltalia. 25-27 Octubre, 2017.

RELATIONSHIP BETWEEN TMAO AND TMA PLASMA LEVELS WITH THE
PRESENCE OF KIDNEY DYSFUNCTION AND CARDIOVASCULAR DISEASE IN
HIV INFECTED PATIENTS

NURIA SANCHEZ-VEGA', ADRIANA ORTEGA-HERNANDEZ?, ISABEL ORTEGA-
MADUENO®, MANUEL FUENTES-FERRER?, JUNCAL PEREZ SOMARRIBA®
DULCENOMBRE GOMEZ-GARRE?, VICENTE ESTRADA®.

'Hospital Clinico San Carlos-Instituto de Investigacion Sanitaria San Carlos
(IdISSC) Universidad Complutense, Madrid; 2Laboratorio de Biologia Vascular,
Hospital Clinico SanCarlos-IdISSC-CIBERCYV; 3Servicio de Andlisis Clinicos. Hospital
Clinico San Carlos IdISSC; “Preventive Medicine Department, Hospital Clinico San
Carlos-1dISSC; °®Infectious diseases. Hospital Clinico San Carlos-IdISSC, Madrid,
Spain.

BACKGROUND. HIV-infected patients present increased incidence of cardiovascular
disease (CVD) and higher risk of chronic kidney disease (CKD). Gut microbiome
metabolite trimethylamine-N-oxide (TMAOQO), formed from dietary trimethylamine (TMA),
has shown to be proatherogenic. In addition, TMAO levels have been linked to
decreased renal function. HIV infection has been associated with gut microbiota
dysbiosis and epithelial permeability as potential proatherogenic mechanisms in this
population. In this study, we have assessed the relationship between TMAO and TMA
with the presence of kidney dysfunction and CVD in HIV-infected patients.

METHODS. Eighty-five HIV-infected patients receiving antiretroviral therapy (ART),
with undetectable HIV-RNA (<50 copies) were included. TMAO and TMA were
measured by liquid and gas chromatography tandem mass spectrometry, respectively.
Carotid intima-media thickness (cIMT) was measured by ultrasonography, and

estimated glomerular filtration rate (eGFR) was calculated by CKD-EPI equation.
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Impaired renal (IR) function was established as eGFR<60 mL/min/1.73m2, according
to the US National Kidney Foundation Guidelines.

RESULTS. Most patients, 17.6 and 76.5% displayed normal (eFG>90) or reduced
(eFG 60-90) kidney function respectively; 5.9% presented IR function. IR patients
presented longer time of HIV infection, longer ART exposure, and lower CD4 nadir and
CD4/CDS8 ratio. No differences were found regarding TMA between groups. However,
TMAO plasma levels were higher in IR patients than in non-IR [11.4 (4.2-20.2) vs 7.3
(2.6-8.39 uM], showing a significant correlation with eGFR (r=-0.230, P=0.033). IR
patients were older (61£13 vs. 4719 years, P<0.005), and had increased subclinical
atherosclerosis (cIMT: 0.76+0.20 vs. 0.5810.11 mm, P<0.05). In addition, IR patients
also showed higher CD14 plasma levels (2.7+0.7 vs 1.910.4 ng/mL, P<0.05), a marker
of gut permeability.

CONCLUSION. In HIV-infected patients, plasma levels of TMAQ are associated with

impaired renal function as well as with increased cIMT. Whether TMAQO could be a

novel cardiorenal risk factor in this population deserves further studies.
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8.3 Poster.

Se adjunta poster de resultados presentado en el congreso: EACS, 16th
European AIDS Conference, Milan, Italla. 25-27 Octubre, 2017.
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